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KISALTMALAR
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: American Diabetes Association
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: Aglik plazma glukozu
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:Diyabetes mellitus
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OZET

Amac: Bu ¢alisma, streptozotosin (STZ) ile olusturulan rat diyabet modeli iizerinde,
diyabet komplikasyonlarindan sorumlu tutulan AGE olusumu ile oksidatif ve
karbonil stresi aragtirmak ve ayrica giiglii bir antioksidan olan melatonin (MEL)’in

bu mekanizmalarla etkilegimini degerlendirmek amactyla yapildi.

Gere¢ ve Yontem: Kontrol, MEL, STZ ve STZ-MEL olmak iizere her biri on
Sprague Dawley rat igeren dort g¢aligma grubu olusturuldu. STZ ve STZ-MEL
gruplarinda, tek doz 50 mg/kg STZ ile diyabet olusturuldu. MEL ve STZ-MEL
gruplarina 42 giin boyunca her giin ip olarak 25 mg/kg dozunda MEL uygulandi.

Caligma siiresince ratlar her hafta tartildi ve 0.giin ve bir hafta arayla toplanan idrar
orneklerinde ve on bes giinde bir alinan kan érneklerinde glukoz o6lgiimi yapildi.

Ayrnica, galigma bitiminde ratlardan alinan kan 6rneklerinde HbAlc tayini yapildi.

Calisma sonunda elde edilen plazma ve karaciger doku ¢meklerinde oksidatif ve
karbonil stresin gostergesi olarak kabul edilen protein karbonil bilesikleri (PCC) ve
tiyol dizeyleri olgildi. Ayrica, doku orneklerinde AGE prekiirsorlerinden olan
MGO duzeyleri ile glioksalaz (GLO) detoksifikasyon sistemini olugturan GLO I ve
GLO II aktiviteleri tayin edildi.

Bulgular: STZ ve STZ-MEL gruplannda, ¢aligma siiresince kan ve idrar glukoz
diizeylerinin strekli yitksek kaldigi, giderek daha fazla idrar ¢ikaran ratlarin haftalar
- igerisinde zayifladig: belirlendi.

Caligma tamamlandifinda, STZ grubunda yiiksek bulunan doku ve plazma PCC
diizeylerinin, STZ-MEL grubunda MEL etkisiyle distiigii; buna kargilik diyabetik
ratlarda dustik bulunan plazma ve doku tiyol diizeylerinin MEL varhiinda yiikseldigi
gozlendi. Benzer sekilde, STZ grubunda doku MGO diizeyleri yiitksek ve GLO I ile
GLO II aktiviteleri diiiik bulunurken; STZ-MEL grubuna uygulanan MEL’in MGO

diizeylerini dagtirdiiga, buna kargihk enzim aktivitelerini artirdid1 belirlendi.



Sonu¢: STZ ile olusturulan diyabet modelinde, yitkksek PCC ve disik tiyol
diizeyleriyle yansitildip:r gibi, diyabetik sartlarda oksidatif ve karbonil stresin
olustugu belirlendi. Yiksek MGO diizeylerinin yam swa, GLO detoksifikasyon
sisteminin baskilanmiy bulunmasi da, diyabette AGE olusumunun kagimlmaz
oldugunu gosterdiginden; diyabet komplikasyonlarim, kismen de olsa, Onleyebilmek
amactyla diyabetik hastalarda MEL gibi antioksidanlarin kullanimi 6nerilebilir.

Anahtar kelimeler: Diyabet, glioksalaz, karbonil stres, melatonin, metilglioksal,

oksidatif stres, protein oksidasyonu, streptozotosin.



THE EVALUATION OF PROTEIN OXIDATION IN THE RATS
WHICH INDUCED BY STREPTOZOTOCIN

ABSTRACT

Aim: This study was performed to investigate AGE formation, oxidative stress and
carbonyl stress which are thought to be responsible of diabetic complications, on the
diabetic rat model induced by streptozotocin (STZ), and also to evaluate the

interaction of melatonin (MEL), a powerful antioxidant drug, with these

mechanisms.

Materials and methods: Four study groups, each of containing ten Sprague Dawley
rats, were defined as control, MEL, STZ and STZ-MEL. STZ and STZ-MEL groups
were made diabetic by single 50 mg/kg dose of STZ. MEL, 25mg/kg, was daily
intraperitoneally administrated to MEL and STZ-MEL groups for 42 days. During
the study, the rats were weighed weekly. Blood and 24 H urine samples were
collected at the beginning and at the end of the study, and also once in two weeks
and weekly, respectively. Glucose measurements were made in these specimens; in
addition, A1C was measured in the last blood samples.

At the end of the study, protein carbonyl compounds (PCC) and thiol levels, accepted
as a marker of oxidative stress and carbonyl stress, were measured both in plasma
and liver tissue samples. The levels of methylglyoxal (MGO), one of the AGE
precursors, and the activities of glyoxalase I (GLO I) and GLO II enzymes, members

of glyoxalase detoxification system, were also determined in only tissue samples.

Results: Blood and urine glucose levels were lasting high and rats those excreting
gradually more urine lost weigh during the study.

At the end of the study, both plasma and tissue PCC levels, higher in STZ group,
were found to be lower by the effect of MEL in STZ-MEL group. On the other hand,
the decreases in both plasma and tissue thiol levels in diabetic rats were found to be
higher in the presence of MEL in STZ-MEL group. Similarly, STZ group has been
shown to have higher tissue MGO levels and lower GLO I and GLO II activities; but
MEL treatment suppressed high levels of MGO and increased enzyme activities in

STZ-MEL group.

vil



Conclusion: It has been shown in STZ-induced diabetic model that there is an
oxidative stress and carbonyl stress in diabetic conditions, as reflected by high PCC
and low thiol levéls. Addition to high MGO levels, the suppression of GLO
detoxification system indicates that AGE formation in diabetes is inevitable.
Therefore, the usage of antioxidants such as MEL may be suggested to prevent

diabetic complications, at least partly, in diabetic patients.

Key words: Carbonyl stress, diabetes, glyoxalase, melatonin, methylglyoxal,

streptozotocin, oxidative stress, protein oxidation.

viii



GIRIS VE AMAC

Diyabetes mellitus (DM), toplumda olduk¢a yaygin ve ¢esitli komplikasyonlarla
seyreden kronik bir hastaliktir. Diyabet komplikasyonlarimin gelisiminde en 6nemli
risk faktorli olarak kabul edilen hipergliseminin, hangi patolojik mekanizmalarla bu
komplikasyonlara neden oldugu halen tartigilmaktadir (1).

Diyabet komplikasyonlarinin gelisiminde, artmig karbonil stres (1), oksidatif stres (2)
ve ileri élikasyon son tirlinleri (advanced glycation end products; AGE)’nin olusumu
(3) gibi pek ¢ok kompleks mekanizmalar sorumlu tutulmaktadir. Her biri farkh
temellere dayanan bu mekanizmalar1 destekleyen ¢aligmalarin yani sira; bu
mekanizmalarin birbiri ile Srtiisebilecegini gosteren giiglii bulgular da mevcuttur (1).
DM’de, kronik bir sekilde yiiksek glukoz diizeylerine maruz kalan protein, niikleotid
ve lipid gibi biyomolekiillere non-enzimatik olarak sakkarit tiirevlerinin baglanmasi,
glikasyon olarak tanimlanmaktadir. Bu baglanmaya &rnek olarak hemoglobinin non-
enzimatik glikasyonu ile olugan HbAlc verilebilir. Maillard reaksiyonlar1 olarak
adlandirilan bu stirecin ilk agamasinda olusan seker-protein kompleksleri (Amadori
iirinleri), ikinci agamada metilglioksal (MGO), glioksal (GO) ve 3-deoksiglukozon
(3-DG) gibi reaktif ara tiriinler (a-oksoaldehitler)’in olugumuna yol agmakta ve son
asamada da genel olarak AGE olarak adlandirilan pentozidin, karboksimetillizin gibi
kompleks ve olduk¢a heterojen bilesikler olugmaktadir. Ayrica glikoliz, sorbitol
yolu, lipid peroksidasyonu ve karbonhidratlarin otooksidasyonu sirasinda olusan o-

oksoaldehitlerin de AGE olusumuna neden oldugu bildirilmektedir (1,3).



AGE prekiirsorii olarak kabul edilen MGO, organizmada glioksalaz I (GLO I) ve
GLO II’den olusan glioksalaz sistemi ile detoksifiye edilmektedir (4). Bununla
beraber, diyabetik éartlarda bu sistemin nasil etkilendigi halen arastirilmaktadur.

AGE olugumu, farmakolojik olarak, aminoguanidin, tenilsetam gibi bilesiklerle
Onlenebilse de; bu ajanlarin pek ¢ok istenmeyen yan etkilerinin olmasi,
kullanimlarimi  simirlamaktadir  (5). DiZer taraftan serbest oksijen radikalleri
(SOR)’nin organizmada sekerleri oksitleyerek AGE olusumuna neden oldugu
gosterildiginden; antioksidan 6zellikteki molekiillerin, hem oksidatif hem de karbonil
stresi  Onleyerek ve hatta AGE olusumunu da baskilayarak diyabet ve
komplikasyonlarimn geligimini Snleyebilecegine dair yaymlar vardir (5,6). Vitamin
E, alfa-lipoik asit, dimetilstilfoksit gibi antioksidanlarm hiperglisemi ile indiiklenen
SOR ve AGE olugumunu in vitro gartlarda dnleyebildigi g6sterilmistir (7).

Pineal bez hormonu olan melatonin (MEL)’in endokrin fonksiyon ve sirkadiyen ritm
lizerine bilinen etkilerinden bagka; in vitro ve in vivo galismalarla, antioksidan
aktiviteye de sahip oldugu gdsterilmigtir. Hatta, antioksidanlar igerisinde MEL’in en
gli¢lii radikal tutucu oldugu one siiriildiigiinden, MEL’e olan ilgi giderek artmakta ve
MEL’in antioksidan 6zelligi giin gegtikge 6nem kazanmaktadir (8). MEL’in AGE
olusumu lizerine etkisi hentiz bilinmemekle beraber, diyabetik ratlarda oksidatif
hasan onleyebildigi ve organizmay: diyabetin olumsuz etkilerinden koruyabildigi
bildirilmistir (9,10).

Bu c¢aligmada, deneysel diyabet modeli tiizerinde, ©ne siiriilen komplikasyon
mekanizmalar1 ve birbirleri ile iligkisi arastirnlacaktir. Streptozotosin diyabeti
olusturulan ratlarda oksidatif ve karbonil stresin varligim, protein oksidasyon
tirinleri ve azalmig antioksidan aktivite lizerinden gosterebilmek amaciyla, protein
karbonil bilesikleri ve tiyol gibi karbonil ve oksidatif stres parametreleri tayin
edilecek; AGE olugumuna yol agan MGO diizeylerinin yam sira, glioksalaz
detoksifikasyon sistemi Olgiilecektir. Ayrica, MEL gibi gii¢lii bir antioksidanin bu

mekanizmalarla muhtemel etkilesimi aragtirilacaktir,



GENEL BILGILER

2.1. DIYABETES MELLITUS

Diyabetes Mellitus (DM), insiilin salmmmn ve/veya insiilin etkisinin tam veya
kismi eksikliklerinden kaynaklanan, hiperglisemi ile seyreden kompleks ve kronik
bir hastaliktir (11).

Diyabetik sendrom, pankreasin-f hiicrelerinin otoimmiin harabiyetinden, dokularn
insiiline direncine kadar, birgok patojenik yolla gelisebilir. Yetersiz sahmm ve/veya
azalmug doku cevabi nedeniyle, insillinin hedef dokularda istenilen etkiyi
saglayamamasi; karbohidrat, lipid ve protein metabolizmasinda bozukluklara yol

acmaktadir (11).

Tarihge: Eski Misirhlar doneminde, Ebers papiriislerinde “asint idrar yapan hastalik”
(M.0.1500) olarak gegen DM, Cin literatirinde “idrar yoluyla seker kaybi”
(M.0.400) olarak yer almaktadir. “Diabetes” tanimu ilk defa Kapadokyali Areteus
tarafindan yapilmig (M.S.100); Ibni Sina, 1000’ yillarda diyabetik idrarin bal
tadinda olmasi nedeniyle, hastaligi “Diabetes mellitus olarak” adlandirmustir. Willis,
1674’te pankreasin hormon salgilayan adaciklarini tammlamustir (12).

DM’nin etiyopatogenezine iliskin temel bilgiler, 19. yiizyilda Bernard ve Pasteur’un
glukoz metabolizmasiyla ilgili yaptiklari deneysel ¢aligmalarla baglamg ve 1889°da
Mering ve Minkowski tarafindan hastaligin pankreas ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Yirminci yiizythn baglarninda pankreas ekstreleri ile yapilan gahismalarda, Langerhans



adaciklanindan salgilanan insilinin kan sekerini diisiirdiigii belirlenmigtir. Nibayet
1921 yiinda saflagtiplan insiilinin hastalara uygulanmasiyla, diyabet oliimciil bir
hastalik olmaktan ¢ikmug ve tedavisinde yeni bir ¢ag baglatilmgtir (12).

Prevalans: Diinyada 2000°li yillarda, tiim yas gruplan dikkate alindifinda, % 2.8
olarak belirlenen DM prevalansimn 2030 yilinda % 4.4 olmas1 beklenmektedir (13).
Amerikan toplumunda prevalansin % 6,6 oldugu tahmin edﬂmekte ve bu rakamin
teshis edilenlerin yansina karsihk geldigi varsayilmaktadir (14). Tiirkiye’de 1997-98
yillari arasinda taranan 24.788 kiside prevalans % 7.2 olarak tespit edilmigtir (15).
Kayseri’de 1994 yilinda 1517 kigi tizerinde yapilan bir ¢alismada, DM prevalansimin
% 6,6 oldugu bildirilmistir (16).

Her iki cinste esit ve siyah irkta beyazlara gore daha yitksek olan DM prevalansi, yas
ilerledikge artmakta ve 55 yasm tzerindeki hastalar, tiim diyabetik olgularnn yaklagik

yansint olugturmaktadir (13).

Semptomlar: Hiperglisemi semptomlan arasinda poliiiri, polidipsi, polifaji, kilo
kayb1 ve bulamk gorme sayilabilir (11). Baz hastalar, akut ataklar sirasinda
ketoasidoz, hiperosmolar koma gibi yasamu tehdit eden hiperglisemik epizodlar
yasayabilirler (13).
Kronik hiperglisemi ile birlikte, enfeksiyonlara yatkinlik ve 6zellikle gocuklarda
biuylime ve gelisme geriligi gozlenebilir (11). Hastahk ilerledikge, sinir hiicreler,
g6z, bobrek, kalp ve damar gibi organlarda yetmezlik ve fonksiyon bozuklugu
gelisebilir  (13). “Diyabetin ge¢ komplikasyonlari” adi altinda toplanan bu
semptomlar, asagida gosterildigi gibi siralanabilir (11).
e Korlige kadar gidebilen retinopati
o Bobrek yetmezliine yol agan nefropati
e Ayaklarda ulser olusumu, amputasyonlar ve charkot eklemi gelisme
riski tagtyan periferal ndropati
o Seksiel disfonksiyonun yam sira, gastrointestinal, iirogenital ve
kardiyovaskiiler semptomlara neden olan otonomik noropati
Bu ge¢ komplikasyonlar nedeniyle, artmug aterosklerotik kardiyovaskiiler, periferal
arteriyel ve serebrovaskiiler hastalik riski tagiyan diyabetiklerde, anormal lipoprotein

metabolizmas: ve hipertansiyon da sik gériilmektedir (11).



2.1.1. Diyabetes mellitusun siniflandiriimasi

Diinya Saglk Teskilah (WHO) ve Diyabet federasyonunun birlikte olusturdugu
uzmanlar komitesi tarafindan 1980 yilinda yapilan smiflamaya gore, Tip 1 (Insiilin
bagiml;; IDDM) ve Tip 2 (Insiilinden bagimsiz;, NIDDM) diyabet olmak iizere,
baghca iki diyabet formu tammlanmig ve bu formlann adlandinlmasinda, sirasiyla
“juvenil” ile “yetigkin” diyabet tanimlar1 kullamlmistir (12).

Yillar igerisinde meveut siuflanduma, Amerikan Diyabet Cemiyeti (American
Diabetes Association; ADA) tarafindan, tedaviden ¢ok etiyolojiyi 6ne gikaracak
sekilde yeniden dizenlenmis ve “Insiilin bagimb/bagimsiz” terimleri tamimlardan
¢ikarilmigtir (20). ADA tarafindan 2005 yilinda onerilen siuflamaya gore; DM
baslica dort biytik grup altinda toplanmaktadir (11):

I..Tip 1 diyabet (Mutlak insiilin eksikligine yol agan B hiicre harabiyeti)

II. Tip 2 diyabet (Insiilin direncinden salinm defektlerine kadar, ok faktorli DM)

II1. Diger spesifik tipler

IV. Gestasyonel diyabet mellitus (GDM)

L _Tip 1 Diyabet: Cocukluk ve adolesan donemde daha yaygin olan tip 1 DM, hemen

hemen her yag grubunda gorilebilir ve tiim diyabetik olgularin % 5-10’unu olusturur.
Hastaligin nedeni, mutlak insiilin eksikligine yol agan, pankreas B-hiicrelerinin
harabiyetidir. Iki baslik altinda incelenebilir (11):

-Immiin-aracili diyabet: Genetik ve gevresel faktorlerin etkilesimi sonucunda ortaya
¢ikan otoimmiin bir hastaliktir ve diger bazi otoimmiin hastaliklar (Graves hastahigs,
Hasimato tiroiditi, Addison hastalii, vb)’la beraber bulunabilir.

Hastalik pankreas f-hiicrelerinin, hiicresel-aracili otoimmiin  harabiyeti ve
insilinopeni ile karakterizedir. Hastaligin % 85-90’mda B hiicre,-insiilin-, glutamil
asit dekarboksilaz- ve tirozin fosfataz-antikorlarindan bir veya birkagimn varligi,
harabiyetin immun aracth oldugunu gostermektedir. Hastallk, DQA ve DQB
genleriyle baglantih, giigli bir HLA iliskisine de sahiptirr. HLA-DR/DQ alleller,
koruyucu olabilecegi gibi, diyabete yatkinhigi da gosterebilir.



-Idiyopatik_ diyabet: Tip 1 DM’nin etiyolojisi bilinmeyen formudur. PB-hiicre
otoimmunitesi ile ilgili imminolojik bulgular yoktur ve hastaik HLA ile de iligkili
degildir. |
II. Tip 2 Diyabet: Tiim olgularin yaklagik %90-95’inin olugturan tip 2 DM, genellikle
40 yasin tizerindeki populasyonda kendini gésterir (17).
Heterojen bir hastalik olarak tamimlanan tip 2 diyabetin pek ¢ok patolojik faktérle
iligkili oldugu diigiiniilmekte ve bunlar arasinda,

-Hedef dokularmn insiilin etkisine direnci

-Yetersiz insiilin sahnimiyla sonuglanan, ilerleyici $-hiicre fonksiyon kaybu,
hastahifin baghca nedenleri olarak kabul edilmektedir. Hastalarda insilin
diizeylerinin normal ya da yiiksek bulunmasi, B-hiicre fonksiyonunun normal fakat

instlin direncini telafi edebilecek diizeyde insilin salmmnin  olmadigim

gostermektedir (11,17).

Tip 2 DM, genellikle asemptomatik bir dénemi takiben kendini gostermektedir.

Klasik semptomlar olmaksizin, g¢esitli hedef dokularda patolojik ve fonksiyonel

degisikliklere yol acan goreceli hiperglisemi nedeniyle, hastalik sinsice ilerleyebilir

ve tamt konulmasi gecikebilir. Bu nedenle, diyabet tamisindan hemen sonra,

hastalarda mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin olusma riski ¢ok yiiksektir

(11).

2.1.2. Diyabet icin tani kriterleri

Gunamiizde diyabet teshisi igin, ADA tarafindan 6nerilen i kriter vardir (11):
| 1.Politiri, polidipsi ve agiklanamayan kilo kaybt gibi kronik diyabet
semptomlarina ilaveten giin iginde, son yemek saatine bakilmaksizin, rasgele
olgtlen plazma glukoz konsantrasyonu; >200 mg/dl (11,1 mmol/L) olmalidir.
2.A¢lik plazma glukozu (APG); 2126 mg/dl (7,0 mmol/L) olmalidir. (Aghk
durumu, kisinin en az 8 saat boyunca hi¢ kalori almamig olmasina karsilik gelir).
3.0ral glukoz tolerans testi (OGTT) sirasinda glukoz yiiklemesini takiben ikinci
saat plazma glukoz degeri 2200 mg/d! (11,1 mmol/L) olmalidir. OGTT sirasinda,
WHO tarafindan tamumlandi§: gibi suda ¢oziinmiis 75 g anhidr glukoza ekivalan
glukoz ile yiikleme yapilmahdir. Ancak OGTT’nin rutin olarak yapilmasi

6nerilmemektedir.



Belirgin bir hiperglisemi olmadif: takdirde, farkh bir giinde testler tekrarlanarak, bu
kriterler teyit edilmelidir. Ayrnica Hemoglobin Alc (HbAlc) degerlerinin de tam
amactyla kullamm Snerilmemektedir (11).

Bu tam kriterlerine gore, tip 1 diyabet daha kolay teshis edilirken; tip 2 diyabetin
teshisi, genellikle ihimh hipergliseminin varlig1 nedeniyle, daha zor olabilir (17).
Bozulmus Glukoz Toleransi (IGT): Uzman komite tarafindan yayimlanan raporda,
IGT’ye karsilik gelen ara bir grup tammlanmugtir. Diyabet kriterlerini kargilamadig:
halde, glukoz diizeyleri normalin Ustiinde olan kisiler, bu gruba dahildir. Bu kisilerin
belirlenebilmesi i¢in, OGTT yaptlmaktadir (11,17).

Bozulmus aclik glukozu (IFG): Bu yeni kategori, IGT ye analog olmakla birlikte,
normal ve diyabetikler arasinda kalan aghk glukoz degerleriyle teshis edilir (17). IFG
icin, APG degerleri 6lgtilerek tam konulabilir (11):

2.2. DENEYSEL DIYABET MODELLERi

Deney hayvanlann iizerinde yapilan ¢aligmalar, hastaliklann anlagiimasinda,
uygulanan tedavilerin yonlendirilmesinde ve yeni tedavi yontemlerinin ortaya
¢tkarlmasinda onemli rol oynarlar. Diyabet modeli olarak en g¢ok kullanilan
hayvanlar, basta ratlar olmak {zere, kedi kopek, inek, tavsan ve farelerdir (18).
Deney hayvanlarinda kismi pankreotektomi veya B hiicrelerinin harap edilmesi
yoluyla diyabet olusturulabilmektedir (19). Deneysel diyabet olusumunda kullamlan
tim kimyasal maddeler, ditizone gibi ilaglar ve antiinsiilin serum gibi antikorlar,
diyabetojenik ajanlar olarak adlandinlirlar (20). Kimyasal diyabetojenik ajanlar,
segici olarak pankreas [ hiicrelerindeki Langerhans adaciklanm yikima ugratirlar
1.

Ratlarda normal glukoz konsantrasyonu 35-50 mg/dl iken; diyabetik olanlarda 200
mg/d! veya daha da iizerinde olabilir (20,21).

Ratlara uygulanan diyabetojenik ajanlar, genelde 2. saatte B hiicrelerinde yikimu
baglatmakta ve bunu takip eden birka¢ saat iginde, asint insiilin saliimi nedeniyle,
insiilin goku gelismektedir. Bu sathada 6nlem alinmadigi takdirde, ratlarda o6lim
oram ¢ok yiiksektir. Daha sonra insiilin yokluguna bagl olarak geligen hiperglisemi;
polidipsi, polifaji, politiri, tily renginde ve kalitesinde bozulma gibi semptomlarla
kendini gosterir. Ilerleyen giinlerde bu semptomlara ilaveten asteni geligir,

dehidratasyon tablosu ortaya ¢ikar ve yag kiitlesinin kaybina bagh olarak, ratlar



zayiflar. Ciinkii insilin eksiklifinde aktive olan hormona duyarh lipaz, adipoz
dokunun hizla yikilmasina ve serbest yag asitlerinin birikimine yol agmakta; lipoliz
mzindaki bu artg, kilo kaybt seklinde kendini gostermektedir (22).

Alloksan ve streptozotosin (STZ), giiniimiizde deneysel diyabet olusumunda tercihan
kullanilan kimyasal ajanlardir (20,21). Mekanizmalan farkli olsa bile, her ikisinin de
serbest oksijen radikalleri (SOR) araciligiyla sitotoksik etki gosterdigi one
stirilmektedir (23).

2.3. STREPTOZOTOSIN

Streptozotosin, kanser tedavisinde kullamlan nitrozoiire grubu alkilleyici ajanlardan
birisidir. Ik kez 1956’da antibiyotik olarak kullamlan STZ, 1960'h yillarda losemi
tedavisinde denenmig ve antitimér Ozelliklere sahip oldugu gosterilmigtir. Daha
sonra fare ve maymunlarla yapilan toksikolojik cahigmalarda diyabetojenik etkisi
tammlanan STZ, deneysel diyabet modellerinde kullamlmaya baslanmigtir (24).
Giniimiizde sentetik antineoplastik bir ajan olarak STZ'nin baslica kullamm alam,
adactk hiicreli karsinomalani kapsayan pankreas kanserleridir. Aynica karsinoid
tiimor, Hodgkin's hastaligi, kolon, karaciger ve prostat kanseri gibi hastaliklarda
diger ilaglarla kombine edilerek kullaniimaktadir (25).

Kimyasal yapi: Ik kez 1960’larda Streptomycetes achromogenes’den
fermantasyonla elde edilen STZ, bir glukoz-nitrozoiire bilesigidir (23). STZ’nin
yapisinda glukozun 2. karbonuna metilnitrozoiire grubu baghdir (24):

HO
-~
oH H\I

¥ HN N

N

Q
Giiniimiizde yaygin olarak kullamlan sentetik STZ, D-glukozamin N-metiliire gibi
kimyasal  bilesikler  kullamilarak, sentezlenebilmektedir. Kapali  formiilii
“CsH1sN3077olan STZ’nin kimyasal adi “2-deoksi-2 (3-metil-3-nitrozo-iireido)-D-
glukopiranoz”dur. Sentetik STZ, o ve B steroizomerlerinin karigmmindan olusur ve

molekiil agirth 265 g/mol’diir (24).
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2.3.1. Farmakokinetik ve Metabolizma

STZ’nin absorbsiyonu, organizmada dagilimi, metabolizmasi ve organizmadan
atithmu, uygulama seidine ve doza bagh olarak degigebilmektedir (25)

Absorbsiyon: Oral yolla alinan STZ, ancak %17-25 oramnda emildiginden, bu yolla
kullanimu uygun degildir. STZ insanlarda intravendz (iv) kullamlirken, deney
hayvanlarinda #v, subkutan (sc) veya intraperitoneal (ip) yollar tercih edilmektedir
(25).

Dagilim ve metabolizma: STZ, tim vicutta dagilmakia beraber, karaciger (KC),
bobrek ve pankreasta daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur ve baghica bu
dokularda metabolize edilir. STZ metabolizmasinda ilk adim nonenzimatik
reaksiyonlarla metil karbonyum iyonlarimn olugmastdir (25).

Atillim: Absorblanan STZ’nin biiyiik kismu, ilk 24 saat igerisinde organizmadan
uzaklagtinlmaktadir. STZ’nin %60-72’si N-Nitrozoiire metabolitleri halinde ve %10-
20’si hig¢ degisiklige ugramadan bobreklerden atilirken; %35°i solunum ve %1°i safra
yoluyla atilmaktadir (25).

2.3.2. Streptozotosin Dozu ve Deneysel Diyabetojenik Etki

Tip 1 diyabet olusturmak amaciyla, yetiskin ratlarla yapilan deneysel ¢aligmalarda iv
ya da ip olarak tek seferde kullanilan STZ dozu, 40 ila 60 mg/kg arasinda
degismektedir. Ratlara 50 mg/kg dozda uygulanan STZ enjeksiyonundan iki hafta
sonra, kan glukoz diizeylerinin 15 mmol/L’den daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
Buna karsilik 40 mg/kg’in altindaki tek doz kullammlarda, STZ’ nin etkisiz oldugu
bildirilmektedir. STZ tek doz yerine, birden fazla diigiik dozlarda uygulandiginda da
immiin mekanizmalan etkilemek suretiyle Tip 1 diyabeti baglatabilir ve bu model
daha ¢ok fareler i¢in kabul gérmektedir (23).

STZ, kan insilin ve glukoz diizeylerini aymi anda fakat zit yonde etkilemekte;
enjeksiyondan iki saat sonra, kan insilin diizeyleri diigerken, glukoz dizeyleri
yikselmektedir. Enjeksiyondan alti saat sonra, yitksek insiilin diizeylerine
hipoglisemi tablosu eglik etmekte ve en sonunda insiilin diizeylerindeki digmeyle
birlikte kalict hiperglisemi gelismektedir (23).

2.3.3. Etki Mekanizmasi

Alkilnitrozotire grubu alkilleyici antineoplastik ajan olarak yaygin kullanimina
ragmen (25), STZ’nin antineoplastik ve diyabetojenik etkileriyle ilgili mekanizmalar,

heniiz tam olarak agiklanamamaktadir. Bununla beraber, asagida verilen muhtemel



mekanizmalar Gzerinde durulmakta ve bunlarm ayn ayn ya da birbirleriyle iliskili
olarak, STZ etkilerinden sorumlu olabilecegi digiinitlmektedir (26):
. DNA’ hasan
o Alkilasyon
o Capraz baglanma reaksiyonlan
e SOR iretimi
o Mitokondriyal aktivitenin 6nlenmesi
o Ksantin oksidaz (XOD) aktivasyonu
o Nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit (ONOO) olusumu
Kesin olmamakla birlikte STZ’nin yapisindaki glukoz nedeniyle, membran GLUT2
tagtyicilartyla pankreasin $ hiicrelerine girebildigi varsayilmaktadir. B hiicrelerinde
STZ’nin metabolizmas: sirasinda metilkarbonyum iyonlan iiretilmekte ve bu toksik
metabolitler alkilasyon ve/veya gapraz baglanma reaksiyonuyla, DNA hasarmna yol
agmaktadir (Sekil 1) (26).
317
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Sekil 1: STZ’nin etki mekanizmasi (26).

DNA Alkilasyonu

Bu toksisiteye karst B hiicrelerinde DNA onanm mekanizmalarn tetiklenmekte; DNA
niikleazlar tarafindan tanman ve uzaklagtinilan hasarlt kisimlar, DNA zincirlerinde
kinlma ve kopmalara yol agmaktadi. DNA onarim mekanizmalarinm

tetiklenmesiyle sentezi ve aktivitesi artan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP),
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substratt  olan NAD™  kullanarak ADP-riboz  nitelerinin transferini
katalizlemektedir. (26).

STZ’nin yol agtgi DNA hasan ve tamir mekanizmalanndaki artig, sadece B
hiicrelerinde degil, KC’de de intraseliiler NAD" igerigini azaltmakta ve boylece
oksidatif fosforilasyon igin gerekli kofaktérler ve ATP iretilemezken; protein
sentezi, insiilin salmm ve iyon pompasindaki bozulma ile birlikte hiicre olimi
gergeklesmektedir (26). Sonug olarak, ADP-ribozilasyon reaksiyonlar1 sirasinda
intraselliiler NAD(P)" diizeylerinin azalmasi, proinsiilin sentezini baskilamakta ve B
hiicrelerinin hizlanmis nekrozuyla diyabet olusmaktadir (Sekil 1) (24, 26).

STZ’nin mitokondriler ve XOD aracihifiyla SOR retimini arttirdiy da one
siiriilmektedir. B hiicrelerinde Krebs siklusunu inhibe eden STZ’nin mitokondriyal
oksijen tiiketimini azalttifi ve bdylece ATP iiretimini baskiladig1 diigiiniilmektedir.
STZ, yapisinda bulunan N-nitrozoire nedeniyle, bir NO donori olarak kabul
edilmektedir. NO sentaza ihtiya¢ duyulmadan, STZ’den spontan tretilen NO’nun
da DNA hasan ve B hiicrelerinin yikiminda rol oynadig varsayilmaktadir (23).

Diger taraftan ATP’nin defosforilasyonu ile yiikselen intraseliiler adenozin diizeyler,
XOD aktivitesini artirmakta ve XOD reaksiyonuyla agirt miktarda siiperoksit radikali
(0y) olusmaktadir. Bu radikaller de H,0, OH gibi diger SOR tiirevlerinin
olusumunda rol oynamaktadir (Sekil 1) (24, 26).

2.3.4. Yan Etkileri
Potansiyel olarak mutajenik ve karsinojenik olan STZ kullanimuyla akut 16semi, renal

neoplasmlar ve gesitli atipik hiicre gelisimi gibi vak’alar rapor edilmektedir (25).
STZ’nin yan etkileri, saatler-giinler igerisinde kendini gosteren akut etkiler; giinler-
haftalar iginde gorilen erken etkiler; haftalardan aylara uzayan etkiler ve hatta

aylardan yillara gibi uzun siireler sonunda ortaya ¢ikan gecikmis etkiler seklinde

gruplandinlabilir (25).

2.4. DIYABETIK KOMPLIKASYONLARIN PATOGENEZI
Diyabet komplikasyonlarimin  gelisgiminde hipergliseminin roli tam olarak
agiklanamamakla birlikte, deneysel ve klinik g¢alismalarla desteklenen birgok

mekanizma one strilmektedir (1,3).
Hastaligin bizzat kendisinin SOR olusumunu artirarak oksidatif strese yol agtigy;

yiksek glukoz duzeyleriyle birlikte agin SOR birikiminin, organizmada birgok
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biyokimyasal ve metabolik degisikliklere neden oldugu goriisii; giin gegtikce 6nem
kazanmaktadir (1).

Diyabet komplikasyonlanm agiklamak amaciyla o©nemle Gzerinde durulan
biyokimyasal metabolik degisiklikler asagidaki gibi siralanabilir:

e Agn SOR iiretimi
o Oksidatif stres
o Karbonil stres
o Tiyol stres
e Protein glikozilasyonu
o Maillard reaksiyonu
o AlC

o [lleri glikasyon son iiriinleri (advanced glycation end-products;
AGE) olugumu

e Sorbitol yolu

2.5. OKSIDATIF STRES

Organizmada, SOR’un asin iretildigi ya da antioksidan mekanizmalarin yetersiz
kaldig1 durumlarda; oksidan-antioksidan sistemler arasindaki dengenin bozulmasi,
oksidatif stres olarak adlandunilir (27).

Oksidatif stresin varli§i, SOR ile etkilesen niikleik asit, lipid, polisakkarit ve
proteinler gibi temel hiicre bilesenlerinden olugsan toksik bilesiklerin, hiicre ve
dokularda birikmesiyle yansitiimakta ve hiicresel fonksiyonlarda SOR’a bagh
degisiklikler gozlenmektedir (27). Sonug olarak oksidatif stres, hiicre ve dokularda
sadece yapisal hasara yol agmakla kalmayip, hiicre fonksiyonlanim da bozmakta;
hatta oksidatif hiicre hasan, nekroz ya da apopitoz ile sonuglanabilmektedir ( 28).
Oksidatif stresle olugan baslica doku hasarlar agagidaki gibi siralanabilir (sel 28):

« Lipid peroksidasyonu, membran fonksiyonlarinin bozulmast

« Protein oksidasyonu
« Mukopolisakkaritlerin yikim
« DNA yapisimin bozulmas: (8-OH deoksiguanozin olusumu ya da zincir kirilmast)

Protein Oksidasyonu
Fizyolojik ve ¢evresel faktdrlerin etkisivle olusan SOR ve aynca, lipid ve
karbohidratlardan tiireyen ve yapilarinda karbonil grubu bulunduran reaktif karbonil

bilesikleri (reactive carbonyl compounds, RCC) gibi diger reaktif maddeler,
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proteinlerin yapisim degistirebilmektedir. SOR’un proteinler {izerinde olusturdugu
oksidatif hasar, dort farkh sekilde gerceklesebilir (29,30):

« Protein is]celetinin oksidasyonu

» Peptid baglarimin kinlmast

» Amino asit yan zincirlerinin oksidasyonu

Kovalent ¢apraz baglanma reaksiyonlar:

Amino Asit Yan Zincirlerinin Oksidasxonu: Protein yapisinda bulunan amino asit
yan  zincirlerinin  farkh  SOR’larla  etkilesimi  farkh  okside ranleri
olugturabilmektedir (29):

Yan Zincir SOR ile olusan Griinler

Alifatik Hidroperoksitler, peroksi radikalleri ve karbonil bilesikleri

Heteroatom Serin/treonin oksidasyonuyla; karbonil grubu igeren tiriinler

Aromatik  Fenilalanin, tirozin, triptofan ve histidin yapisinda aromatik halka
oksidasyonu

Bu okside iriinlerin olgiimiiyle, artan SOR ve olasi kaynad: belirlenebilmektedir.
Ornegin, tirozin artigmin HOCI ve HO/HCI ile oksidasyonu sirasiyla, 3-klorotirozin

ve ditirozini olusturur (31).

Capraz Baglanma Reaksiyonlari: SOR etkisiyle proteinlerde goriilen intra ve inter
molekiiler ¢apraz baglanmalar agagida verilen mekanizmalarla olugabilir (30):

» Capraz distlfid baglanmi olugturmak (zere, sistein-tiyol gruplarmn
oksidasyonu

» Proteinin serbest amin grubuyla glikozile bir proteinin karbonil grubunun
etkilesimi

o Protein-amino asit yan zincirlerinin oksidasyonu ile olusan karbonil
gruplannin baska bir proteinin-serbest amin grubu ile etkilesimi

. Iki farkli proteinde ki karbon merkezli radikallerin etkilesimi ile karbon-
karbon kovalent baglarinin olugmast

» Lipidlerden tireyen aldehitlerin karbonil gruplarnin ayny/ farklt protein
zincirinde bulunan histidin (imidazol), lizin (€E-NH2) ve sistein (SH) gibi
amino asit artiklarimin serbest amin gruplanyla Schiff baz1 olusturmasi.

Kovalent ¢apraz baglanma reaksiyonlanina katilan serbest amin grubu, genellikle

protein yapisinda bulunan lizil-€-NH,’dir. Histidinin imidazol grubu da karbonil
bilesikleriyle Schiff bazi olusturabilmektedir (31).

Okside proteinlerin onarimu miimkiin olmadigindan, endojen proteazlarla proteolitik
olarak yikilmalan gerekir. Capraz bagh ya da glikozile protein konjugatlar
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tarafindan bu endojen proteazlann inhibisyonu da, okside proteinlerin birikimine yol
agmaktadir. Bu nedenle hiicrelerdeki okside protein diizeylerinin, protein oksidasyon
hz ile proteolitil; yikim hizz arasindaki dengeye bagli oldugu ve dengenin
bozulmastyla, okside proteinlerin organizmada birikmeye bagladig: sdylenebilir (32).

Diger taraftan oksidasyon, bireysel olarak proteinlerde biyolojik aktivite kaybina yol
acsa da; okside proteinlerin organizmada birikimi; biyomolekiillerin katalitik ve
yapisal butiinliginin kaybina ve/veya metabolik diizenleyici yollann kesintiye
ugramasina neden olmakta ve boylece tiim hiicre fonksiyonlart bozulmaktadir (32).

2.6. KARBONIL STRES

Amino asitler, karbonhidrat ve lipidlerin oksidasyonuyla olusan ve yapilarinda
bulunan karbonil grubu (C=0) nedeniyle asin reaktivite gosteren RCC’lerin de
SOR’a benzer sekilde, proteinleri irreversibl ve nonenzimatik olarak modifiye ettigi
ve protein karbonil bilesikleri (protein carbonyl compounds; PCC)’ni olugturdugu
gosterilmigtir (33).

RCC olugum hiz1 ile yikim ya da atilim hiz1 arasindaki dengenin bozulmasina bagh
olarak, organizmada RCC seviyelerinin artmasina ve bagta proteinler olmak tizere,
biyomolekiillere yaptig1 toksik etkilerin tiimiine “karbonil stres” denilmektedir (33).
2.6.1. Reaktif Karbenil Bilesikleri

[nsan metabolizmasmda RCC tammna uyan pek ¢ok bilesik bulunmaktadir. Bu
bilesiklerin, ortak bir 6zellik olarak, yapilannda karbonil grubu igermeleri disinda,
diger ozellikleri olduk¢a biyiik farkhiliklar gostermektedir (Sekil 2).
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Sekil 2. Organizmada bulunan bazt RCC 6mekleri (33).
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Organizmada bulunan RCC’lere 6rnek olarak, 3-deoksiglukozon (3-DG), glioksal
(GO), metilglioksal (MGO), malondialdehit (MDA), 4-hidroksinonenal (4-HNE)
verilebilir (33).

Baz1 RCC’ler sadece karbonhidrat veya sadece lipid kaynakh olabilirken; bazilan da
hem karbonhidrat hem lipid kaynakh olabilirr Aynica RCC’ler olusum
mekanizmalarinda O, gereksinimi  gosterip  gOstermemelerine gore  de
simflandinlabilirler (Tablo 1) (33).

Tablo 1. Organizmadaki bazz RCC’ler ve kaynaklan (33).

RCC Kaynak 0, Gereksinimi
3-DG Karbohidrat Hayir
GO  Karbohidrat, lipid Evet
MGO Karbohidrat, lipid Hayir
4-HNE Lipid Evet
MDA Lipid Evet

RCC’ler, basta proteinler olmak iizere, fosfolipid ve nikleik asit gibi
biyomolekiillerin N-terminal amino gruplan ile etkilegserek modifiye yapilar
olustururlar. Karbonil strese yol agan modifikasyonlar, ¢ farklh yoldan
gerceklesebilir (33):

« Metal aracih oksidasyon reaksiyonlari

« Glikasyon/glikoksidasyon reaksiyonlan

« Lipoksidasyon reaksiyonlar

Metal Aracili Oksidasyon: Protein yapisindaki prolin, lizin, treonin ve arginin gibi
amino asit yan zincirlerinin, bagta alkoksi ve peroksi radikalleri olmak tizere, SOR
ile oksidasyonu, PCC olusumuyla sonuglanmaktadir (30).

SOR tiirevlerinin hepsi, PCC olusturabilecek kadar reaktif degildir (32). Gegis
metallerinin varliginda, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlanyla, O, ve H2O;’den
olusan HO" radikalleri; hem alifatik yan zincirlerden hidrojen atomunu gikarmak
suretiyle standart protein oksidasyonunu baglatabilmekte (31) hem de alkoksi ve alkil
peroksi gibi, PCC olugturabilen yeni radikallerin tiiremesine onciilitk etmektedir (30).
Sekerlerin gegis metalleriyle reditklenmesi sonucu GO, MGO, glikoaldehit gibi RCC
Ozelligine sahip bilegikler meydana gelmektedir (33).

Sonug olarak, redoks siklusu olusturabilen Fe(II)/Cu(I) gibi metal iyonlarmin, protein
iizerindeki katyon baglanma boélgelerine tutunmasi, PCC olugumuna yol agan metal

aracih oksidasyon reaksiyonlarimn baglamasina neden olmaktadir (34).
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Glikasyon/Glikoksidasyon Reaksiyonlari: Molekiil icinde veya molekiiller

arasinda olugabilen ¢apraz baglanma reaksiyonlanmin, protein oksidasyonu ve
glikasyon reaksiyonlaf: ile iligkili oldugu belirtilmigtir (33).

Glikasyon; basta glukoz olmak iizere, reditktan sekerlerin, nonenzimatik olarak
kovalent baglarla, proteinlerin amino gruplarma baglanmasi olayidir. “Maillard”
olarak adlandirilan bu reaksiyonlar ii¢ asamada degerlendirilebilir: Ilk asamada,
glukozun serbest karbonil grubu ile proteinlerin serbest amino grubu arasinda
reversibl Schiff baz olugmakta ve reaksiyonun ilerlemesiyle reversibl Schiff baz,
Amadori Urinleri olarak adlandinlan aldimin ve ketimin gibi glikozile protein
gruplarina  dondgebilmektedir (1,3,33). Bu baglanma turiine o6mek olarak
hemoglobinin non-enzimatik glikasyonu ile olusan A1C verilebilir: Maillard
reaksiyonuyla hemoglobin yapisindaki B zincirlerin N-terminalinde bulunan “valin”
amino asitleri irreversibl olarak glikozillenmektedir. Ilk defa 1968 yilinda Rahbar
tarafindan HbAlc olarak tammlanan glikozile hemoglobin, giiniimiizde A1C olarak
kisaltiimakta ve diyabetik hastalann glisemik takibinde, kan glukoz &lgiimii ile
beraber kullamilmaktadir (35).

Glikoksidasyon ise, rediiktan sekerlere ilaveten sekerlerin oksidasyon uriinlerinin de
protein amino gruplanmn modifikasyonunu igeren, glikasyon ve oksidasyon
reaksiyonlandir.

Burada onemli olan nokta, glikasyon reaksiyonlarinin nonoksidatif ve nonenzimatik
reaksiyonlarla gergeklestigi; glikoksidasyon siirecinde ise SOR aracihi oksidatif
reaksiyonlarin da rol oynadigidir (33).

Maillard reaksiyonlanmin ikinci asamasinda MGO, GO ve 3-DG gibi reaktif ara
iriinler (a-oksoaldehitler) meydana gelir. Ugiincii ve son asamada ise glikozile
proteinin karbonil grubu, daha ileri bir reaksiyonla karboksilik asite oksitlenebilir ya
da kovalent gapraz baglanma reaksiyonlanyla, baska bir proteinin serbest amin
gruplaniyla Schiff bazi olusturabilir ve bu yolla proteinler uzerinde AGE olarak
adlandirilan pirolin, pentozidin, karboksimetillizin gibi irreversibl kompleks ve

olduk¢a heterojen bilesikler olusur. (1,30,33).

Lipoksidasyon Reaksiyonu: Lipoksidasyon terimi; biyomolekiillerin karbonil grubu
igeren lipid peroksidasyon iiriinleri ile modifikasyonunu tanimlamaktadir. MDA, 4-
HNE, akrolein, GO gibi lipid peroksidasyon son iiriinleri, proteinlerle reaksiyona
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girerek irreversibl nonenzimatik modifikasyonlara yol agarlar. Lipoksidasyon
yoluyla olusgan MDA-lizin, 4-HNE-protein ve akrolein-protein kompleksi,
karboksimetillizin gib,i bilesikler, genel olarak ileri lipoksidasyon iiriinleri (advanced
lipoxidation products; ALE) olarak adlandirihirlar (33).
RCC’lerin karbonhidrat, lipid ve hem karbonhidrat hem lipid kaynakli olmasi, ayrica
AGE ve ALE olusturma mekanizmalarinin benzerlik géstermesi nedeniyle; AGE ve
ALE terimlerinin yerine ileri glikasyon veya lipoksidasyon iriinii (either advanced
glycation or lipoxidation end product; EAGLE) terimi énerilmektedir (33).
2.6.2. Protein Karbonilasyonu
Protein karbonilasyonu irreversibl bir oksidatif protein modifikasyonudur.
Karbonillenmis proteinler onarilamazlar; ya proteolitik olarak yikilirlar yada hasarli-
modifiye protein yapilari geklinde birikirler (36).
Karbonil gruplarn (aldehit veya ketonlar) gesitli mekanizmalarla farkh bolgelerden
protein yapisina girerler {36):
» Protein yan zincirlerinde ki prolin, lizin, treonin ve arginin amino asitlerinin
okside olarak keto/aldehit tiirevlerine doniigmesi
« Proteinlerin alfa-amidasyon yolu ile oksidatif pargalanmasi ve alfa ketoagil
gruplarinin olusumu
« Lipid peroksidasyonu sirasinda iiretilen ve aymi zamanda birer RCC olan 4-
HNE, MDA ve akrolein gibi Griinlerin, protein zincirinde bulunan histidin,
lizin ve sistein gibi nikleofilik artiklarla reaksiyonu
- Rediikte sekerlerin ve seker-oksidasyon iiriinlerinin, sirastyla glikasyon ve
glikoksidasyon mekanizmalariyla, lizil-€-NH2 ile etkilegimi
Yan Omiir ve stabilitelerinin uzun olmast nedeniyle, okside proteinlerin, in vivo
oksidatif stresin gostergesi olarak kullanilabilecegi oOne siriilmektedir (31).
Proteinlerdeki karbonil grubunun miktan ile oksidatif stres kaynakli protein hasan
arasinda ¢ok yiiksek bir korelasyon bulundugundan; biyolojik 6meklerde PCC
duzeylerinin tayini, oksidatif protein hasanin derecesini belirlemede iyi bir gésterge
olarak kabul edilmektedir (34, 36).
PCC, karbonil gruplarina spesifik 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) varliginda,
dayamkli hidrazon tlrevlerine donisebilmektedir. Hidrazon olusumunun kantitatif
tayini, spektrofotometrik yontemlerle yapilabildiginden, plazma ve/veya doku PCC

dizeyleri olglimii, basit ve ucuz bir oksidatif stres parametresi olarak

kullanilmaktadir (34).
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2.7. TIYOL STRES

Baglica intraseliiler antioksidanlar olarak kabul edilen serbest tiyol (-SH) gruplarmn
SOR ile etkilegimi bu gruplann reversibl oksidasyonu ile sonuglanir. Sistein, redikte
glutatyon (GSH) gibi serbest tiyol grubu igeren bilesiklerin yam sira bagta albumin
olmak tizere proteinler de organizmamn baslhca tiyol kaynagim olusturmaktadir.
Albumin ekstraseliler, GSH ise intraseliiler tiyol bilegikleri igerisinde en
onemlileridir (27).

Tiyol grubu oksidasyonu aym zamanda bir protein oksidasyon marker’1 olarak da
dustniilebilir. Oksidatif strese sekonder gelisen tiyol kaybi, Himmelfarb ve ark (37)
tarafindan “Tiyol stres” olarak adlandinlmugtir. Bu nedenle organizmada tiyol stres
durumunun belirlenmesi, hem antioksidan giiclin kaybim hem de protein
oksidasyonunu gostermesi bakimindan biytk éﬁem tagimaktadir.

Plazma tiyol diizeylerinin tayini, proteinlerin SOR aracil oksidasyondan ne denli
etkilendiklerini gostermesi bakimindan 6énem tagimaktadir. Ciinkii (27,31):

« Tiyol gruplarmn oksiasitler gibi diger okside tiirlere ya da disiilfidlere
doniismesi; proteinlerin radikal aracili oksidasyonu sirasinda, en dnce
gozlenen olaylardan biridir.

« Protein yapisindaki amino asitlerin ¢ogu, H202 varliginda, kugitk
degisikler gegirirken; tiyol gruplan tiiketilmekte ve protein iizerinde
silfid tirevleri olugmakta; boylece proteinde yapisal degisiklikler
meydana gelmektedir.

Diger taraftan, GSH ve sistein gibi serbest tiyol grubu igeren bilesikler,

radikallerle direkt veyé indirekt reaksiyona girerek ya da protein tizerindeki serbest
tiyol gruplariyla reversibl baglar olugturarak, proteinlerin oksidatif hasara

ugramalarim 6nleyebilmektedirler (27).

2.8. METILGLIOKSAL

Giintimiizde bir RCC olarak tanimlanan MGO ile ilgili ilk arastumalar, 19.yy’in
sonlarinda baglamustir (38). Organizmada karbonhidratlar, lipidler wve hatta
proteinlerden tiireyebilen MGO, ¢ift karbonil grubu igeren, ii¢ karbonlu bir aldehittir
(Sekil 2) (33). Bu spesifik yapisi nedeniyle MGO; piriivaldehit, piriivik aldehit, 2-
okzopropanol, 2-ketopropil aldehit, asetil formaldehit olarak da adlandirilmaktadir.
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2.8.1. Sentezi
Organizmada MG(? olusumunda yer alan metabolik yollar su sekilde siralanabilir
(Sekil 3) (38,39):
e Glikoliz
o Trioz fosfat izomeraz reaksiyonu
e Trioz fosfatlarin nonenzimatik defosforilasyonu,
¢ Glikozile glukozun pargalanmast,
e Aseton gibi keton cisimciklerinin oksidasyonu,
o Karacigerdeki sitokrom P450 reaksiyonuyla
e Notrofiller kaynakh myeloperoksidaz ile asetoasetatin oksidasyonu
e Treonin ve glisinden olugan aminoasetonun amin oksidazlarla yikimi

[ glukez | ( triagilgliserolj

} N |

G-6P gliIerol yag asitleri glisin, treonin
F-&P gliserol-P . asetoasetat
l . |
; aseton amincaseton
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Sekil 3: Organizmada MGO Olusumu

2.8.2. Yikim
Organizmada MGO yikimindan sorumlu olan baghca yollar, tim hiicrelerin
sitozoliinde bulunan glioksalaz detoksifikasyon sistemi ve alfa-keto aldehit
dehidrogenaz yoludur (38).
Glioksalaz Sistemi
Kofaktor olarak GSH kullanan glioksalaz sistemi, iki farkh enzim aktivitesine
sahiptir:

« Glioksalaz I (S-laktoilglutatyon MGO liyaz;, EC 4.4.1.5)

« Glioksalaz IT (S-2-hidroksiagilglutatyon hidrolaz; EC 3.1.2.6)
Glioksalaz sistemiyle MGO’nun ytkim, (i agamada gergeklesir (40):
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ik asamada MGO’nun GSH ile nonenzimatik olarak olusturdugu hemitiyoasetal,
ikinci agamada glioksalaz I aktivitesiyle S-laktoilglutatyon (SLG)’a donugmekte ve
bu ara Uriin, son asamada glioksalaz IT aktivitesiyle laktat ve GSH’a aynlmaktadir
(40).

Son yillarda glioksalaz sisteminin yam sira, NADP’ye baglhi MGO dehidrogenaz (2-
okzoaldehit: NAD(P)" oksidorediiktaz; EC 1.2.1.23)’1n da, MGO metabolizmasinda
rol alan bir bagka enzim oldugu bildirilmigtir (38).

Fizyolojik kogullarda bile MGO’nun protein yapilarinda bulunan arginin ve lizin
artiklarina baglandii ve MGO ile reversibl/irreversibl olarak modifiye edilen
proteinlerin, makrofaj reseptorleri tarafindan tutularak yikildig bildirilmektedir (41).

Glioksal, MDA gibi diger dikarbonil bilegikleri ile kargilastinldiginda MGO’nun,
capraz baglanma irinleri olusturan en gigli ajan oldugu bildirilmektedir (42).
Aerobik sartlarda MGO’nun amino asitlerle/proteinlerle (albiimin, kazein, kollajen,
ve tubulin K12) girdigi glikoksidasyon reaksiyonlan; siiperoksit anyonu, gapraz
baglanmis radikal katyonu ve MGO radikal anyonu olmak tizere i¢ ¢esit radikal
olusumuyla sonuglanmaktadir (38).

Son yillarda MGO’nun AGE olusumunda en onemli prekiirsér oldugu One
sirilmekte ve bu gorils, diyabetik hastalarda ve deneysel diyabet modellerinde,
plazma ve/veya doku MGO diizeylerinin yiiksek bulunmasiyla desteklenmektedir
(38).

2.9. MELATONIN

Melatonin, karanhkta pineal bezden salgilanan, uyku, iireme, sirkadiyen ritim ve
imminite gibi pek ¢ok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynayan bir
hormondur.

Dolagimdaki triptofanin aktif transportla pinealosit igine alinmasiyla baslayan MEL
sentezi, dort ardigk enzimatik reaksiyon sonucunda tamamlanmir: Ik asamada
hidroksilasyon reaksiyonuyla olusan 5-OH triptofan, deka.fboksilasyonla serotonine
doniigmekte ve daha sonra sirastyla N-asetilasyon ve O-metilasyon reaksiyonlaryla,

serotoninden MEL (5-metoksi-N-asetiltriptamin) olugmaktadir (43). MEL sentezinde
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liz kisitlayici enzim olan N-asetiltransferaz (NAT) aktivitesi, cAMP etkisiyle
yiikselmekte ve béjf}ece sentezlenen ve salgilanan MEL miktar artmaktadir (43,44).
Sentezini takiben, pineal bezden dogrudan dolagima verilen MEL, lipofilik 6zelligi
nedeniyle, hiicrenin tiim fraksiyonlarma kolaylikla girebilir. MEL igin (43), sitozolik
ve niikleer baglanma yerleri de tammlanmstir (44). |
MEL yikimu baghca karacigerde gergeklesirr MEL’in idrardaki baglica metaboliti
olan 6-stilfatoksi melatonin diizeyleri MEL’in plazma dﬁzeyleri kadar, sentez ve
yikimu igin de iyi bir gostergedir (8,43,44).
Melatoninin Antioksidan Etkisi
MEL’in antioksidan etkisi, literatiirde ilk kez 1991 wyilinda Ianas ve ark (45)
tarafindan 6ne strilmiiy ve daha sonra yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalarla bu
gorig desteklenmistir (8-10). Bu g¢ahigmalar birlikte degerlendirildiginde, MEL’in
antioksidan ozelligi;

« Direkt antioksidan etki

« Antioksidan enzim aracih etki

«  Prooksidan enzim aracih etki
seklinde G¢ ana baghk altinda toplanabilir.
1. Direkt antioksidan etki: MEL’in HO, H,0,, '0,, HOCl, NO,, ONOO" gibi

oksidatif strese yol agabilen serbest radikalleri detoksifiye ettigi ve boylece onlarin

biyomolekiiller iizerindeki zararh etkilerini onleyebildigi bildirilmektedir. MEL’in
antioksidan 6zelligi, yapisinda bulunan pirol halkasindan kaynaklanmaktadir (43).
Cesitli  antioksidanlann  gliciinii  belirlemek amaciyla yapilan kargtlagtirmah
caligmalar, MEL’in en gigli antioksidanlardan biri oldugunu géstermektedir.
Askorbat, alfa-tokoferol ve GSH gibi zincir reaksiyonlanim kirabilen diger
antioksidanlardan farkh olarak; MEL yayilmakta olan lipid peroksidasyonunu
peroksil radikalini yakalayarak sonlandirmaktadir (8). MEL’in bu antioksidanlardan
daha guglii oldugu (43), GSH’dan 5 kat ve mannitolden 14 kat daha giigli bir sekilde
OH’ radikalini yakaladig1 (8) in vitro galigmalarla gosterilmigtir.

2. Antioksidan Enzim Aracih FEtki: Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik

diizeylerdeki MEL’in, pek ¢ok antioksidan enzimin gen ekspresyonlarmi ya da
aktivitelerini artirdid1 ve bu yolla oksidatif stresi baskiladig1 bildirilmektedir (43).

3. Prooksidan Enzim Aracih Etki: MEL’in bazi prooksidan enzimleri inhibe
ederek, serbest radikal olusumunu azalttifi ve bu yolla da antioksidan sistemi

destekledigi one siiriilmektedir (43). In vitro ve in vivo sartlarda, NO. ve daha ileri
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asamada ONOO olusumuna neden olan nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesinin,
fizyolojik MEL konsantrasyonlarinda inhibe edildigi bildirilmektedir (8).

MEL’in bu antioksidan etkilerini destekleyecek sekilde; oksidatif doku hasarna yol
agan streptozotosin (9) alloksan (10), gibi toksinlerle indiiklenen oksidatif stresin
MEL ile 6nlenebildigi, in vivo ¢aligmalarla da gosterilmigtir.

Bunlarin diginda MEL hem suda ve hem de lipid fazda ¢oziinebildiginden,
organizmada ¢ok genis alanda antioksidan etki gosterebilmektedir. Kolaylikla kan-
beyin bariyerini ve plasentayr gegebilen MEL igin, bilinen higbir morfofizyolojik
bariyerin olmamasi, MEL’in tiim intraseliiler bolgelere ulasabilmesini saglamaktadur.
Boylece MEL, hiicre zanmi, organelleri ve cekirdegi etkin bir -gekilde SOR
hasanndan kofuyabilmektedir. Hiicre membram ile temas ettiginde, fosfolipid
tabakanin dig yiizeyine tutunan MEL, radikallerle membrandan once temasa gegerek
onlant detoksifiye eder ve membram korur. MEL varlifinda, mitokondriyal solunum
zincirinden kaynaklanan Oy, H;0, ve HO" gibi radikallerin iiretimi de azalmaktadur.
Cekirdege kadar ulasabilme 6zelligi, DNA’nmn oksidatif hasara karsi korunmasinda,
MEL’e bir tstiinliik saglamaktadir (8,43,44) Daha da 6nemlisi, diger antioksidanlarn
aksine, ¢ok yitksek dozlarda (300 mg/giin) ve 5 yil gibi uzun sire kullammda bile,
MEL’in toksik bir etki gostermemesidir (43).

MEL’in antioksidan etkileri genel olarak incelendiginde, adezyon molekiillerinin ve
pro-inflamatuvar  sitokinlerin sentezini azaltmasim da igeren oldukgca genis

spektruma sahip bir antioksidan oldugu gériilebilir (Sekil 4) (43).
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Sekil 4;: Melatoninin Antioksidan Ozellikleri (43).
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MEL gibi giiglii bir antioksidamin, patogenezinde serbest radikal hasan olduguna
inamlan Alzheimer hastaligi, sepsis, iskemi/reperflizyon, ultraviyole radyasyonuna
bagh eritem, demir ve eritropoetin uygulamas: gibi patolojilerde, klinik kullamma da
girdigi bildirilmektedir (8,43).
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GEREC VE YONTEM

Erciyes Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonu tarafindan desteklenen
(Proje no: TT-03-07) ve Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylanan (25 02 2003 tarih, 02 toplant: say1li, karar no: 03/32) bu galisma, Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali ve Hakan Cetinsaya Deneysel
ve Klinik Arastirma Merkezi (DEKAM)’nde yapildi.

3.1. GEREC
Biyokimyasal 6lg¢limlerde, analitik saflikta ve/veya HPLC kalitesinde, Sigma (St

Louis, MO, USA) ve Merck (Darmstad, Germany) marka kimyasal maddeler
kullanildi.

Calisma sirasinda spektrofotometre (Shimadzu UV-1601), sogutmali santrifiij
(Sigma 3K 30), pHmetre (Hanna HI 9321), derin dondurucu (Bosch), etliv
(Dedeoglu), su banyosu (Kottermann), hassas terazi (Sartorius; AND GR), vorteks
(Elektromag, velp scientifica 2x3), manyetik karistirict (Niive), metabolik kafes
(Harvard Apparatus Ltd. England, Code: 3700M071), otomatik (Nichiryo, Gilson )
ve cam pipetler, polipropilen, ependorf ve cam tiipler, beher, meziir ve balon jojeler
kullanildu.

Kullanilan pipet, tiip, meziir, beher, balon joje gibi cam malzemeler ve polipropilen
tiipler %20 nitrik asit i¢inde 24 saat bekletildikten sonra, deiyonize su ile 3 kez
yikanarak demineralize edildi (46). Olg¢timlerde kullanilan ¢ozelti ve tamponlarin
tamamit Tip I su ile hazirlanarak c¢aligma stiresince soguk odada sakland.

Dayaniklilig1 kisa siireli olan ¢ozeltiler ise galigma aninda hazirlanarak kullanildi.



Cabyma Grubu: Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya DEKAM’da firetilen
Sprague Dawley, 4-5 aylik, 250-350 g agirlifinda, 40 erkek rat ¢aligma grubunu
olugturdu. Cahsmé sliresince, 12 saat karanlik/aydinlik déngiisiinde, normal oda
sicaklif1 (22+1°C) ve neminde tutulan ratlar, standart pellet yem ve musluk suyu ile
beslendi. Cevreye adapte olmalarim saglamak amaciyla, ¢alismaya baslamadan en az
bir hafta &nce, ratlar aym deney ortamina alindi.

Cahyma Plani: Ratlar; kontrol, MEL, STZ ve STZ-MEL grubu olmak {izere, her
biri 10 rat igeren dort gruba ayrildi.

Preparat uygulamalarina baglamadan dnce (0. giin), ¢alisma grubunu olusturan ratlar,
tartildiktan sonra, 24 saat boyunca metabolik kafeslere yérlestirildi. rBir gece ag
birakilan rétlann, ertesi sabah metabolik kafeste toplanan 24 saatlik idrar hacimleri
ol¢iildl ve kuyruktan kanlar1 (~0,5 ml) alindi ve glukometre ile kan glukoz diizeyleri
letildi.

Diyabet olusumunu saglayan STZ dozunu belirlemek amaciyla, toplam 12 ratla bir
6n ¢aligma yapildr: her biri dort rat igeren ii¢ gruba, sirasiyla tek doz 40; 50 ve 60
mg/kg STZ ip olarak uygulandi.

STZ (Sigma, S-0130), 1sikta bozulmasimi dnlemek amaciyla, altiminyum folyo ile
sarilan tiip igerisinde SF ile ¢oziildii (47,48) ve uygun sekilde diliie edildikten hemen
sonra, 5 dakika iginde ratlara uygulandi.

On ¢alismanin verilerine gére, 50 mg/kg STZ, tek doz olarak toplam 26 rata
uygulandi. STZ uygulamasini takip eden 3. giinde ratlardan kan ve idrar 6rnekleri
alindi. Glukoziiri ve 200 mg/dl’nin iizerinde kan glukoz diizeyi belirlenen ratlar
diyabetik kabul edildi (49,50). Bu diyabetik ratlardan, STZ ve STZ-MEL gruplan
olusturuldu.

Ratlara uygulanan preparat dozlar1 ve uygulama siireleri, Tablo 2’de gosterildi.

Tablo 2: Caligma Grubunu Olusturan Ratlarin Deney Plani

Uygulama
GRUPLAR| Uygulanan madde |Uygulanan Doz+ | Vekli|Siresi (giin)

Kontrol Serum fizyolojik 1.0 ml ip 1
MEL MEL 25 ip 42
STZ STZ . 50 ip 1
NPH insiilin 2 IU/haftada 3 giin | sc 42
STZ 50 ip 1

STZ-MEL NPH insiilin 2 [U/haftada 3 giin | sc 42
MEL 25 ip 42

*:mg/ml ¢ozilici/kg rat agirligi/giin
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Cahsma 6ncesi, uygulanacak MEL (Merck, M814537.0001), absolii etanolde (100
mg/ml) ¢éziildiikten sonra, alikotlar (stok) halinde, -70 °C’de derin dondurucuda
saklandi (51). Cahsm; sirasinda, stok MEL (10 mg/0.1 ml) alikotlar, serum

fizyolojik (SF) ile dilae edilerek, MEL ve STZ-MEL grubundaki ratlar i¢in giinlitk
MEL dozlan ayarland: (Tablo 2) ve 42 giin boyunca her giin aym saatte (09%-10%)

ip uyguland1. Ayrica, ratlar 3-5 giin araliklarla tartilarak, agirlik bagina gerekli doz
ayarlamalar yapild:.

STZ ve STZ-MEL gruplarinda, hiperglisemiye bagh olasi 6liimleri 6nlemek

amaciyla; ratlara 42 giin boyunca, haftada ii¢ giin insiilin (52) uyguland: (Tablo 2).
Cahsma siiresince, ratlarin hepsi her hafta tartildi ve her gruptaki 5 rattan haftada bir
24 saatlik idrar ve 15 giinde bir kan ornekleri alindi. Idrar 6rneklerinde, hacim ve

striple glukoz 6l¢timi; kan drneklerinde, glukometre iley glukoz tayini yapildi.

Son enjeksiyonu takiben, metabolik kafeslere alman ratlar bir gece ag birakildi.
Ertesi sabah, 24 saatlik idrar ornekleri alindiktan sonra, ratlar tartildi ve kg rat
agirligs bagina 80 mg ketamin hidroklorir (Ketalar, Pfizer, 50 mg/ml’lik soliisyon) +
10 mg ksilazin hidrokloriir (Rompun, Bayer, %2’lik soliisyon) anestezisi altinda
abdominal aortadan heparinize enjektorlere ve EDTA’L tiiplere kanlan (5-7 ml)
alindi. Son kan ornekleri alindiktan hemen sonra, anestezi altinda sakrifiye edilen
ratlann KC’leri ¢ikartildi ve kandan temizleninceye kadar, soguk SF ile 3-4 kez
yikand1. Kurutma kagitlar ile fazla suyu alinan KC’ler tartildi.

Heparinli kan ornekleri, +4°C’de 2000 g’de 10 dk santrifijj edilerek plazmalan elde
edildi ve alikotlar halinde, KC’lerle birlikte ¢aliyma giiniine kadar, -70 °C’de
saklandi. EDTA’L kan Omekleri, santrifiij edilmeksizin, A1C olglimi igin
Metabolizma Laboratuvarina génderildi ve aym giin ¢ahsild1.

3.2. YONTEM
Ratlardan elde edilen tam kan, plazma, idrar ve KC dokusunda yapilan ¢aligmalar,

¢ Rutin biyokimya
e Doku ve plazma 6rneklerinde biyokimyasal ¢alisma

seklinde iki baglik altinda toplandi.

3.2.1. Rutin biyokimya analizleri

.

Idrar glukoz dlciimii: Her hafta ratlardan toplanan 24 saatlik idrar orneklerinde
glukoza spesifik idrar stripleri (TECO DIAGNOSTICS, TC URS-10) ile semi

kantitatif glukoz tayini yapildi.

26



Kan glukez dlciimii: On bes giinde bir ratlardan alinan kan orneklerinde
glukometre ( Medise'nse Optium, Abbott) ile glukoz 6l¢iimii yapildi.

Tam kanda AI1C tayini: Calijma sonunda ratlardan alinan EDTA’h kan
orneklerinde, Metabolizma Laboratuvarinda HPLC (Betamed) sistemi ile AIC

Olgimii yapild:.

3.2.2. Biyokimyasal ¢calisma

Ratlardan elde edilen KC dokularinda GLO I ve GLO II aktiviteleri ile PCC, MGO
ve tiyol diizeyleri tayin edildi. Plazma 6rneklerinde de PCC ve tiyol 6l¢iimii yapild.

Aynica, bu parametrelerin  Olgimiinde kullamilan metotlanin tekrarlanabilirligini
belirlemek amaciyla; on-galijma asamasinda kullamlan ratlardan plazma havuzu ve
doku homojenat havuzu olugturuldu. Plazma ve doku havuzunda 6lgiimler yapilarak,
degisme katsayist (CV) degerleri hesaplandi.

Karaciger doku ormeklerinin hazirlanmasi: Calisma giniine kadar -70°C’de
saklanan KC pargalanindan doku homojenatlanmn hazirlanmasi sirasinda yapilan
tim iglemler, buz igerisinde ve 4°C’de yiirtitiildii. Homojenizasyon islemi, teflon uglu
homojenizatér ile gergeklestirildi.

Kullarlan literatire gore, doku homojenatlanyla ilgili diger metodolojik &zellikler
asagida verildi:

*KC pargasi ¢ozdirildiikten sonra, 3 kez daha soguk SF ile yikand1 ve siizgeg kagidi
ile kurulandi. Hassas terazi ile 0.1 g agirhi§inda tartilan yas doku 6rnekleri, 2 ml 0.02
M EDTA ile homojenize edildi. Aym giin doku tiyol tayininde kullamld: (53).

*Buzu ¢dzdirilen baska bir KC pargasi, tekrar 0.015 M fosfat tamponlu salin (PBS)
ile (pH 7.4) yikamp kurulanarak 1.0 g tartildi ve Y (w/v) oraminda PBS ile
homojenize edildi. Alikotlar halinde dondurularak sakland: (54).

+Calisma giinii ¢ézdurilen % (w/v) doku homojenatlari, PBS ile 1/10 oramnda diliie
edilerek vorteksle karnigtinldiktan sonra, 20.000 g’de 15 dk santrifiijlendi. Elde edilen
siipernatanlar PCC (34), MGO (55), GLO I (56) ve GLO II (57) ol¢iimlerinde
kullaruld.

3.2.2.1. Tiyol Tayini

Ratlarin plazma (58) ve KC dokularinda (53) tiyol seviyeleri, spektrofotometrik
yontemlerle tayin edildi.
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Metodun prensibi, agagidaki reaksiyon denkleminde goriildii3ii gibi, serbest tiyol
gruplan tarafmdan, Ellman reaktifi [5,5"-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit); DTNB] nin
rediiklenmesiyle agifa ¢ikan, koyu san renkli 5-tiyo—2-rﬁtrobenzoik asit (TNB)’in
renk siddetinin 412 nm dalga boyunda 6l¢lilmesi esasina dayanir (53,58).

2 R-SH + DTNB— R-S -S-R +2 TNB (koyu sar1 renk)

Cozeltiler

e 0.1 M Tris-HCI tamponu, pH 8.2 (10 mM EDTA igerir)
e 0.2 M Tris-HCl tamponu, pH 8.2

0.02M EDTA

10 mM DTNB (metanolde hazirlanir)

3.0 mM GSH (stok standart)

Plazma icin cahsma yontemi (58):

Kor Kontrol Numune
0.1 M Tris-HCl 1.05 ml 1.0 ml 1.0 ml
Metanol - 0.05 ml -
Plazma - 0.05 ml 0.05 ml
DTNB 0.05 ml - 0.05 ml

Reaksiyon ortamina DTNB ilavesiyle inkubasyon siiresi baglatilarak; kor, kontrol ve
numune tlipleri, 25°C’de tam 15 dk inkube edildi. Daha sonra, kor tiipiine karsi,
kontrol ve numune tiiplerinin absorbans1 412 nm dalga boyunda &lgiildii ve AOD

degerleri hesaplandi. Degerlendirme standart grafik {izerinden yapildi.

Doku i¢in ¢aliyma yontemi (53):

Kor Kontrol Numune
0.2 M Tris-HCI 0.300 ml 0.300 ml 0.300 ml
Metanol 1.60 ml 1.58 ml 1.58 ml
Doku homojenati - 0.02 ml 0.02 ml
0.02 M EDTA 0.100 ml 0.08 ml 0.08 ml
DTNB 0.02 ml - 0.02 ml

Reaksiyon ortamina DTNB ilavesiyle inkubasyon siiresi baglatildi. Kér, kontrol ve
numune tiipleri, 30°C’de ¢alkalamali su banyosunda tam 15 dk inkiibe edildikten
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sonra, 10.000 g’de 10 dk santrifiij edildi. Kontrol ve numune tiiplerinden elde edilen
slipernatanlarin absorbansi, kér tiipiine karsi, 412 nm’de &lgtildii ve AOD degerleri
hesaplandi. Degerlendirme standart grafik tizerinden yapildi.

Standart serinin hazirlanmasi: Stok GSH (3.0 mM) ¢ozeltisi, plazma tiyol tayini
i¢in, 100; 200; 400; 600; 800 ve 1000 pmol/L. konsantrasyonlarinda ve doku tiyol
tayini igin, 100; 200; 400; 600; 800; 1000; 2000 ve 3000 pmol/L
konsantrasyonlarinda standart seri olusturacak sekilde Tip I su ile dilite edildi ve her
standart, numune gibi g¢alisildi. GSH Akonsantrasyonlarlna karsilik gelen OD
degerleriyle standart grafikler ¢izildi (Sekil 5 ve Sekil 6).

0.D.
700 -

600 -
y=0,6213x

500 - R?=0,9998

400 +

300 -

200

100 ~

0 T T T T 1

0 200 400 600 800 1000
GSH (umoliL)

Sekil 5. Plazma i¢in glutatyon standart grafigi.

O.D.
700 -
600 -
500 +
400 -
300 -
200 -+
100

0 T T T T T 1

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
GSH (umolL)

y=0,1904x
R? = 0,9998

Sekil 3.4. Doku-glutatyon standart grafigi.
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Standart grafikten bulunan plazma tiyol seviyeleri, pmol/L olarak verildi. Ayrica
plazma 6rneklerinde protein tayini yapilarak (17), plazma tiyol degerleri nmol/mg
protein seklinde de hesaplandi. Standart grafikten bulunan doku tiyol seviyeleri, aym

dokuda bulunan protein degerlerine boliinerek, nmol/mg protein olarak verildi.

Plazma ve doku tiyol 6lgtimiinde kullanilan metotlarin CV degerleri, sirasiyla % 2.8

ve %3.9 olarak bulundu.

Olgiim sayis1  X+SD  CV(%)

Plazma Tiyol (umol/L) 12 32249 2.8
Doku Tiyol (nmol/mg protein) 12 48,3£1,9 3.9

3.2.2.2. Protein Karbonil Bilesikleri Tayini
Plazma ve doku PCC seviyeleri, Reznick ve Packer (34) tarafindan geligtirilen

metod kullanilarak tayin edildi.

Metodun prensibi, asagidaki reaksiyon denkleminde goriildiigii gibi, protein
yapisinda yer alan karbénil (aldehit ve keton) gruplarmin 2,4-dinitrofenilhidrazin
(DNPH) ile olusturduklar hidrazonlarin renk siddetinin 360 nm de spektrofotometre

ile dlgiilmesi esasina dayanmaktadir (34).

A R
‘¢=0 +H,N-N No, —» /C =N-N NO, + Hy0
profrzin ]l-I protein H .
DNFH HIDRAZON

Doku siipernatanlarinin slgiime hazirlanmasi: Doku homojenatlari (1/10 w/v)’nin
santrifiijiiyle elde edilen siipernatanlarin absorbansi 280 ve 260 nm’de ayn ayn
Slgtilerek OD2g0/OD;60 oOrant hesaplandi. Bu orana gore, niikleik asitleri ortamdan
uzaklastirmak igin, siipernatanlar 1/10’luk streptomisin silfat (SS) ile presipite edildi
(34). Siipernatanlarda yeniden 280 nm’de protein tayini yapilarak; PCC olgiimiine
gegildi.

Cozeltiler

e 10 mM DNPH (2.5 M HCl iginde hazirlanir)

e 25MHCI

o %10 TCA (WHv)

o %20 TCA (w/v)

e Etanol/Etil asetat karigim (1:1; v/v)

e 6 M Guanidin HCI, pH 2.3
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Caliyma

Numune Kontrol
Plazma/Doku siipernatam 0.2 ml 0.2 ml
DNPH 0.8 ml -
2.5MHCI - 0.8 ml
Oda sicakliginda, karanlikta, ¢alkalamali su banyosunda 1 saat
inkube edildi.
%20 TCA 1.0 ml 1.0 ml

Buz igerisinde 10 dk inkiibasyonu takiben,11.000 g’de 5 dk santrifiij

edildi ve sitipernatan atildi.
%10 TCA 1.0 ml 1.0 ml

Protein pelletleri, sonikasyondan sonra vortekslenerek pargalandi ve
santrifiyj edildi; yikama iglemi 2 kez tekrarlandi.
Etanol/Etil asetat 1.0 ml 1.0 ml

Protein pelletleri, sonikasyondan sonra vortekslenerek parcaland: ve
10 dk inkiibasyonu takiben santrifiij edildi ve yikama iglemi 3 kez
tekrarlands.

6 M Guanidin HC1 1.0ml 1.0ml

Calkalamali su banyosunda 37 °C’de 15 dk inkiibe edildi ve
¢Oziinmeyen materyal santrifiijle uzaklastirildi

Supernatanlarin OD’si 360 nm’de deiyonize suya karsi okundu.
Ayrica kontrol tliplerinde 280 nm’de protein tayini yapildu.

Hesaplama
Numune ve kontrol OD degerlerinden AOD degerleri bulundu. PCC diizeylerini

hesaplamak i¢in, DNPH nin molar ekstinksiyon katsayis1 (=22000 M-lcm-1)

kullanildi (reznick). Plazma ve KC PCC degerleri, nmol/mg protein olarak verildi.

Plazma ve doku PCC &l¢timiinde kullanilan metotlarin CV degefleri, strasiyla % 3.6

ve %5.2 olarak bulundu.

Olgiim say1si X+SD CV (%)

Plazma PCC

12 0.44+0.016 3.6
(nmol/mg protein)
Doku PCC

10 2,5+0,13 52

(nmol/mg protein)
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3.2.2.3. Metilglioksal Tayini
Plazma ve doku MGO seviyeleri, Cooper (55) tarafindan gelistirilen metod

kullamlarak tayin edildi.

Metodun prensibi, dialdehit yapismna sahip MGO’nun DNPH ile olusturdugu
fnilhidrazonlarin renk giddetinin 550 nm de Sl¢iilmesi esasina dayanmaktadir (55).
Doku siipernatanlarmin 6l¢iime hazirlanmasi: Doku homojenatlart (1/10 w/v)’'nin
santrifiijiiyle elde edilen siipernatanlarm absorbans: 280 nm’de &lgiilerek protein
tayini yapildi. Uygun sekilde diliie edilen siipernatanlar MGO &l¢timiinde kullanilds.
Cozeltiler

¢ % 0.1 DNPH (2 N HCl iginde hazirlanir)

e 2NHCI

e %10 NaOH w/v)

e 6.6 M MGO (stok standart)

Cahisma
Numune Kontrol
Doku stipernatant 0.03 ml -
Tip Isu 0.27 ml 0.3ml
DNPH 0.1 ml 0.1 ml
DNPH ilavesiyle reaksiyon baglatilir. Karanhkta 30 °C’de,
¢alkalamali su banyosunda 15 dk inkube edildi.
%10 NaOH 0.5 ml 0.5 ml

Oda sicaklifinda 15 dk inkiibe edildi.

Kontrol ve numune tiiplerinin OD’si 550 nm’de deiyonize suya kars:

okundu. AOD degerleri hesaplandi.
Degerlendirme standart grafik tizerinden yapild.

Standart serinin hazirlanmasi: Stok MGO (6.6 M) ¢ozeltisinden, 100 mM
konsantrasyonunda ara stok MGO hazirland: ve 10;20;50;100;200;400;500;600; 800
umol/L. konsantrasyonlarinda standart seri olusturacak sekilde Tip I su ile diliie
edildi ve her bir standart numune gibi ¢aligildi. MGO konsantrasyonlarina karsilik
gelen OD degerleriyle standart grafik ¢izildi (Sekil 7).
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y = 1,3235x - 6,0256
1200 + R? = 0,9998

0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

MGO (mmol/L)

Sekil 7. MGO standart grafigi

Standart grafikten bulunan doku MGO seviyeleri, aym dokuda &lgiilen protein
degerlerine béliinerek, nmol/mg protein olarak verildi.

Doku MGO ¢l¢timiinde kullanilan metodun CV degeri, % 6,0 olarak bulundu.

Ol¢iim say1st X+SD CV(%)

Doku MGO
(nmol/mg protein) 10 2,03+0,12 6,0

3.2.2.4. Glioksalaz I Aktivitesi Tayini

Doku GLO I aktivitesi tayininde, Mannervick (56) tarafindan gelistirilen metod
kullanilds.

Metodun prensibi; GSH ve MGO konjugasyonunu katalizleyen GLO I tarafindan
SLG olugumunun, zamana bagli OD artis1 seklinde 240 nm’de izlenmesi esasina
dayanmaktadir (56).

Doku siipernatanlarinin 6l¢iime hazirlanmasi: Doku homojenatlar: (1/10 w/v)’nin
santrifiijiiyle elde edilen siipernatanlarin absorbansi 280 nm’de 6lgiilerek prbtein

tayini yapildi. Uygun sekilde diliie edilen siipernatanlar Sl¢iimde kullanildi.
Cozeltiler

e 0.1 M Potasyum fosfat tamponu (pH 6.6)

10 mM Potasyum fosfat tamponu (% 1 w/v alblimin igerir, pH 7.4)
% 0.2 (v/v) MGO
%2 GSH (w/v)
200 tinite GLO I (Standart)
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Calisma
Reaksiyon karisiminda 80 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 6.6), 2 mM MGO ve 1
mM GSH olacak sekilde gerekli pipetlemeler yapildi ve 30 °C’dé 10 dk inkiibe
edildi. Doku siipernatan1 ilavesiyle reaksiyon baslatildi. SLG olusumuna bagli O.D.
artig1, 240 nm’de 5 dk siireyle takip edildi ve AOD/dk degerleri bulundu.

1 tnite GLO I, standart deney sartlarinda (30 °C, pH 6.6), MGO ve GSH’dan

dakikada 1 mikromol SLG olusumunu katalizleyen enzim aktivitesi (U/L: mikromol

SLG/dk/L) olarak tanimland: (56).

Degerlendirme standart egri kullanilarak yapildi.

Standart serinin hazirlanmast: 200 tinite GLO I (Sigma, S-), 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2,5;
5 U/ml konsantrasyonlarinda standart seri olusturacak sekilde 10 mM Potasyum
fosfat tamponu (pH 7.4) ile diliie edildi ve her standart, numune gibi galigildi. GLO I
konsantrasyonlarina karsilik gelen AOD/dk degerleriyle grafik ¢izildi (Sekil 8).

400 - AO.D.
350

300 A
250 -
200 -
150 -
100 A
50 -
0

y = 68,849x
R?=0,9992

U/ml

Sekil 8. GLO I standart grafigi

Standart grafikten bulunan doku GLO I aktiviteleri, aym dokuda o&lgiilen protein

degerlerine boliinerek, U/mg protein olarak verildi.

Doku GLO I 8l¢iimiinde kullanilan metodun CV degeri, % 4.62 olarak bulundu.

Olgiim sayist X+SD CV(%)

Doku GLO I
(U/mg protein)

12 0.078+0.0036 4.62
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3.2.2.4. Glioksalaz IT Aktivitesi Tayini
Doku GLO II aktivitesi tayininde, Racker (57) tarafindan gelistirilen metod

kullanilda.

Metodun prensibi; GLO II tarafindan SLG’nin laktata doniiglimii nedeniyle, OD’de
meydana gelen diisiisiin 240 nm’de izlenmesi esasina dayanmaktadir (57).

Doku siipernatanlarmnm lgiime hazirlanmasi: Doku homojenatlar1 (1/10 w/v)’mn
santrifiijiiyle elde edilen siipernatanlarin absorbanst 280 nm’de &l¢tilerek protein

tayini yapildi. Uygun sekilde diliie edilen slipernatanlar 6l¢iimde kullanildi.

Cozeltiler
e (.05 M Potasyum fosfat tamponu (pH 6.6)
e 4mMSLG

Calisma

Reaksiyon karigiminda 46.5 mM Potasyum fosfat tamponu (pH 6.6) ve 0.2 mM SLG
olacak sekilde gerekli pipetlemeler yapildi. Doku siipernatani ilavesiyle reaksiyon
baslatildi. SLG yikimina baglt O.D. diisiisti, 240 nm’de 3 dk siireyle takip edildi ve

AOD/dk degerleri bulundu.

Hesaplama
1 tinite GLO II, standart deney sartlarinda (30 °C, pH 6.6), dakikada 1 mikromol

SLG tiiketimini katalizleyen enzim aktivitesi (U/L: mikromol SLG/dk/L) olarak

tanmimlandi (57).

SLG’nin molar ekstinksiyon katsayist (e=3.37x10° M'cm™) kullanilarak GLO II
aktivitesi hesaplandi. Sonuglar spesifik aktivite (U/mg protein) olarak verildi.

Doku GLO II 6l¢timiinde kullanilan metodun CV degeri, % 4.81 olarak bulundu.

Olgiim sayis1 X+SD CV(%)

Doku GLO I
(U/mg protein)

12 0,054+0,0026 4,81
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3.2.3. Istatistiksel Degerlendirme
Ratlardan elde edilen biyolojik materyalde g¢ahsilan parametrelerin aritmetik

ortalama degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS for Windows 10.0 paket bilgisayar

programi kullanilarak istatistiksel olarak kargilagtirilda:

¢ Caligma gruplaninin her birinde, parametrelerin zamana bagh degigimi;

¢ Olgiim yapilan giinlere gére, ayni parametrelerin ¢aligma gruplarinda birbiriyle
karsilagtiriimast;

sirasinda ANOVA ve post-ANOVA (Scheffe prosediir) testleri kullanildi.

Tiim istatistiki kargilagtirmalarda, anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

Bu ¢aligmada, Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde bulunan
Sprague Dawley, 4-5 aylik, 250-350 g agirliginda, 40 erkek rat kullanildu.

Her biri 10 rat iceren dort ¢aligma grubundan ikisinde, tek doz 50 mg/kg STZ
uygulamastyla diyabet olusturuldu; STZ ve STZ-MEL olarak adlandirilan bu gruplara
hiperglisemiye bagli olas1 6liimleri 6nlemek amaciyla, 42 giin boyunca, haftada li¢
giin sc 2 [U NPH insiilin uygulandi. STZ grubunun kontrolii olarak ¢alismaya alinan
kontrol grubuna, ip olarak tek doz SF verildi. STZ-MEL ve bu grubun kontrolii
olarak kabul edilen MEL gruplarina 42 giin siireyle ip olarak MEL uygulandi.

Caligmanin baginda (0.glin) ve sonunda (42. giin) tiim ratlardan kan ve 24 saatlik idrar
6mekleri alind1 ve galiyma siiresince, ratlarin hepsi her hafta tartildi. Ayrica her
gruptaki 5 rattan haftada bir idrar ve 15 giinde bir kan olmak {izere, toplam dort kez

kan ve yedi kez idrar alinmis oldu. Calisma sonunda sakrifiye edilen ratlarin KC’leri

cikartildi.

Tam kan, plazma, idrar ve KC dokusunda yapilan ¢aligmalara ait bulgular, rutin analiz
bulgulan1 ve biyokimyasal bulgular seklinde iki baghk altinda toplandi. Caligma
gruplarna ait tiim veriler, Ek Tablo 1 ve 2’de gosterildi. Bu verilerden elde edilen
grup ortalama degerleri, Tablo 3-18’de, aritmetik ortalama ve standart sapma (xxSD)
seklinde verildi. Istatistiki karsilagtirmalarda anlamlihik diizeyi p<0.05 kabul edildi.



RUTIN ANALIZ BULGULARI
Ratlardan elde edilen tam kan, plazma ve idrar &rneklerinde yapilan rutin analiz
sonuglari, viicut agirlig: ve giinliik idrar hacmi degerleri, 6l¢lim yapilan giinlere gore,

- Her grubun kendi iginde kargilastirilmasi (Tablo 3-6)

- Caligma gruplarinin birbiriyle kargilagtiriimasi (Tablo 7-13)
seklinde degerlendirildi.
Olglim yapilan giinlerde, her ¢aliyma grubundan bes rata ait bulgular, grup ici
kargilastirildiginda; kontrol grubu ratlarinda 6lgiilen kan glukozu ve idrar hacmi
degerlerinin ¢aligma siiresince degismedigi; sadece ratlarin agirliginin giderek arttig:
ve bu artisin dordiincii haftadan itibaren anlamli oldugu; galigma sonunda ratlarin
agirliginda % 8,3 oraninda bir artis oldugu belirlendi (Tablo 3).

Tablo 3: Kontrol ratlart (n: 5)’nda &lgiilen parametrelerin giinlere gore

degerlendirilmesi

Giin/hafta | Rat agirhg: (g) Idrar hacmi (ml) Kan glukozu (mg/dl)
0. gin 31911 9815 94 %13

1. hafta 326+ 12 9.0+ 1.0

2. hafta 334%12 98+1.1 92+ 8

3. hafta 339+ 10 10.0+ 1.6

4, hafta 346 + 4* 11.2£0.8 88+9

5. hafta 347 £ 10* 11.6 £ 1.8

6. hafta 348 £ 11* 11.2£23 93+ 8

[statistiksel olarak anlaml: bulgular: 0. giin (*) degerleri ile yapilan

karsilagtirmalarda elde edildi.

MEL grubunda &l¢tilen parametrelerin giinlere gére degisimi, Tablo 4’te gosterildi.

Tablo 4: MEL grubu (n:5)’nda 6l¢iilen parametrelerin glinlere gore

degerlendirilmesi .

Glin/hafta | Rat agirhigs (g) Idrar hacmi (ml) Kan glukozu (mg/dl)
0. glin 296 + 20 124+43 76 £ 10

1. hafta 280+ 21 12.2 £3.8

2. hafta 292 £25 120+34 80+9

3. hafta 302+£28 120+2.9

4. hafta 299 + 26 11.6+2.6 77+7

5. hafta 313£26 122+ 3.3

6. hafta 312+ 26 13.6+1.6 867
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MEL grubu, 6l¢tim yapilan giinlere gére, kendi iginde degerlendirildiginde; kontrol
grubuna benzer sekilde, ¢aligma siiresince kan ve idrar degerlerinde bir degisiklik
olmadigy; rat agirhgimn ise ¢aligma bitiminde % 5 oraninda arttif: gozlendi (Tablo 4).

STZ grubunda &lglilen parametrelerin giinlere gére degigimi, Tablo 5’te gosterildi.

Tablo 5: STZ grubu (n: 5)’nda &lgiilen parametrelerin giinlere gore

degerlendirilmesi . : v
Giin/hafta | Rat agirligi (g) Idrar hacmi (ml) Kan glukozu (mg/dl)
0. giin 35115 8.6+ 0.9 86+ 3
3. giin 292 + 15% 16.0+2.5 287 + 37*

1. hafta 276 £ 13* 20.8 + 4.4%
2. hafta 266+ 17* 20.8 + 3.6* 331 £ 59*
3. hafta 259+ 11* 21.2+4.2%
4. hafta 240 £ 14%*° 22.8+£2.7* 286 + 30*
5. hafta 231 £ [2%*P 23.4+3.1*
6. hafta 223 £ 14%20° 23.6+3.1* 340 + 40%

Istatistiksel olarak anlamli bulgular: 0. gﬁn (), 3. giin (a), 1. hafta (b) ve 2. hafta
(c) degerleri ile yapilan karsilastirmalarda elde edildi.

Tablo 5°te gortildiigii gibi, STZ uygulamasini takiben iigiincii giinden itibaren, ratlarin
kan glukoz degerlerinin 6nemli olgtide ylikseldigi ve ratlarda diyabet olustugu
belirlendi. Caligma siiresince hipergliseminin devam ettigi ve yiiksek kan glukoz
degerlerinin istatistiki bakimdan anlamli oldugu gériildii. Benzer sekilde, diyabet
olusumunu takiben, birinci haftadan itibaren ¢alisma siiresince ratlarin daha fazla
idrar ¢ikardiklan gézlendi. STZ uygulamasiyla {iglincii giinde baslayan kilo kaybinin
¢aligmanin sonuna kadar devam ettigi ve birinci haftadan itibaren haftalik

degisimlerin istatistiki bakimdan anlaml oldugu bulundu.

STZ-MEL grubunda dlgiilen parametrelerin giinlere gore degisimi, Tablo 6°da
gOsterildi.

STZ-MEL grubunda &lgiilen parametreler, giinlere gore degerlendirildiginde, STZ
grubunda oldugu gibi, STZ uygulamasini takiben {i¢tincii glinden itibaren, ratlarin kan
glukoz degerlerinin 6nemli Slgtide yiikseldigi ve ratlarda diyabet olugtugu belirlendi.
Caligma siiresince hipergliseminin devam ettigi ve yliksek kan glukoz degerlerinin
istatistiki bakimdan anlamli oldugu gériildii. Diyabet olusumuyla birlikte ratlarn

giderek daha fazla idrar ¢ikardiklar ve idrar hacmindeki artisin istatistiki bakimdan
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anlamli oldugu belirlendi. Ratlarda STZ uygulamasiyla baglayan kilo kaybimn birinci
haftadan itibaren istatistiki Snemi oldufu ve c¢aligma siiresince ratlarin giderek

zayifladigr goriilda (Tablo 6).

Tablo 6: STZ-MEL grubu (n: 5)’nda &l¢lilen parametrelerin giinlere gére

degerlendirilmesi '

Gtin/hafta | Ratagirlii (g) | Idrar hacmi (ml) | Kan glukozu (mg/dl)
0. giin 376 £22 82+£15 85+4
3. giin 314 +£32 17.2+1.1* 262 £ 61*
1. hafta 299 + 32% 18.0 £ 0.0*

2. hafta 291 + 31* 17.6 £3.6* 282 £35*
3. hafta 275 £ 29% 208+ 1.8

4. hafta 255 £ 33% 20.8£2.3* 297 + 58*
5. hafta 249 £ 27* 17.8+1.8*

6. hafta 241 + 19* 224+ 1.7""‘a 290 + 54*
[statistiksel olarak anlamli bulgular: 0. giin (*) ve 3. giin (a) degerleri

" ile yapilan karsilagtirmalarda elde edildi.
Calisma gruplarindan her hafta toplanan 24 saatlik idrar 6rneklerinde striple bakilan

glukoz sonuglar1 degerlendirildiginde; ¢alisma siiresince kontrol ve MEL gruplanm
olusturan ratlann idrarinda glukoz olmadig: tespit edildi. Buna karsilik, hem STZ ve
hem de STZ-MEL gruplarinda, STZ uygulamasimi takip eden tglincii gilinden
baslayarak, caligmanin sonuna kadar, idrar glukoz degerleri, +3 veya +4 pozitif olarak
degerlendirildi.

Caligmanin 0. ve 42.(6. hafta) giinlerinde, gruplan olusturan ratlarin hepsinden; 1.ila
5. haftalarda da beger tanesinden alinan kan ve idrar 6rneklerinden elde edilen
bulgular, birbirleriyle kargilagtirildi. Olgtim yapilan giinlere gére galigma gruplarinin
birbiriyle kargilagtirilmastyla ilgili sonuglar, Tablo 7-13’te verildi.

Calisma gruplarinda, Olgiilen parametrelerin 0. giin degerleri karsilastirildiinda,

gruplar arasinda istatistiki bakimindan, anlamli bir fark olmadig: gériildii (Tablo 7).

Tablo 7: Caligma gruplarina ait “0. giin” degerlerinin karsilagtirilmasi (n:10)

Gruplar Agrrlik (g) Idrar Hacmi (ml) Glukoz (mg/dl)
KONTROL 321+8 10.6 1.9 90+ 10
MEL 315+33 11.1+3.6 81+ 11
STZ 33527 85+ 1.8 83+10
STZ-MEL 350 +34 82+1.4 85+11
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Caligma gruplarma ait 1. ve 2.hafta degerleri, sirasiyla Tablo 8 ve Tablo 9’da

gosterildi.

Tablo 8: Caligma gruplarina ait “1. hafta” degerlextinin karsilagtirilmasi (n:5)
Gruplar Agirlik (g) Idrar Hacmi (ml)
KONTROL 326+ 12 9.0+1.0
MEL 280+ 21* 12.2+3.8
STZ 276 £ 13* 20.8 + 4.4*2
STZ-MEL 299 + 32 18.0 £ 0.0*?

Istatistiksel olarak anlamli bulgular: *: Kontrol grubu; a: MEL
grubu ile diger gruplarin karsilagtirilmasi sirasinda elde edildi.

Caligma gruplan, 1.haftada elde edilen bulgulara gére karsilastirildiginda, sadece
kontrol grubuna gére MEL ve STZ gruplarinda bulunan ratlarin 6nemli 6lgiide
zayifladig1t gozlendi Buna karsilik, gruplarin idrar hacimleri karsilagtirildiginda,
kontrol ve MEL gruplart arasinda fark olmadigi belirlendi. Bu gruplarla
karsilastirilan STZ ve STZ-MEL gruplarinda ise, ratlarin 6nemli 6lgiide daha fazla
idrar ¢ikardiklar1 goriildii (Tablo 8).

Tablo 9: Caligma gruplarina ait “2. hafta” degerlerinin kargilastirilmasi (n:5)

Gruplar Agirlik (g) | Idrar Hacmi (ml) | Glukoz (mg/dl)
KONTROL | 334=12 98%1.1 92+38

MEL 292 £25 120+ 34 80+9

STZ 266 £ 17* 20.8 £ 3.6%*° 331 £ 592
STZ-MEL 291 £ 31 17.6 + 3.6* 282 + 35%°

" [statistiksel olarak anlamli bulgular: *: Kontrol grubu; a: MEL grubu
ile diger gruplarin kargilastirilmasi sirasinda elde edildi.

Tablo 9°da goriildigii gibi, ¢aligma gruplari, 2.haftada elde edilen bulgulara gére
birbiriyle Kkarsilagtirildiginda, agirlik, idrar hacmi ve kan glukoz degerleri
Bakmundan, kontrol ve MEL gruplan arasinda istatistiki bir farkin olmadig
belirlendi. Baska bir ifadeyle, ilk haftada zayiflayan MEL grubundaki ratlarn,
ikinci haftada toparlandiklar1 goriildii. Bu gruplarla kargilagtirilan STZ ve STZ-
MEL gruplarinda kan glukoz diizeylerinin ¢ok yiikseldigi ve idrar ¢ikislarinin ¢ok
arttigi gozlendi. Diger taraftan, STZ grubundaki ratlarin Snemli &l¢lide kilo
kaybettikleri, STZ-MEL grubunda ise belirgin bir kilo kayb1 olmadig: belirlendi.
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.Cahsma gruplarina ait 3. ve 4.hafta degerleri, sirasiyla Tablo 10 ve Tablo 11°de

gosterildi.

Tablo 10: Caligma gruplarina ait “3. hafta” degerlerinin kargilagtiriimasi (n:5)

Gruplar Agirlik (g) | Idrar Hacim (ml)
KONTROL 1339+ 10 100+ 1.6
MEL 302 +28 12.0£2.9
STZ 259 £ 11** 21.2 £4.2%°
STZ-MEL 275 £29* 20.8 = 1.8%2
[statistiksel olarak anlamli bulgular: *: Kontrol grubu;

a: MEL grubu ile diger gruplarin karsilagtiritmas:
sirasinda elde edildi.

Caligma gruplan, 3. haftada elde edilen bulgulara gore karsilastirildiginda, kontrol
ve MEL gruplarinda 6lgiilen parametrelerin birbirinden farkli olmadig: belirlendi.
Bu gruplarla karsilagtirilan STZ ve STZ-MEL gruplarinda, idrar hacimlerinin
Onemli Olctide arttifi ve ratlarin kilo kaybettikleri tespit edildi. Ancak, bu
gruplardaki rat agirliklarinda gézlenen azalmanin, MEL grubuna géré, sadece STZ

grubunda anlamli oldugu bulundu (Tablo 10).

Tablo 11: Caligma gruplarina ait “4. hafta” degerlerinin karsilastiriimasi (n:5)

Gruplar Apirlik (g) | Idrar Hacmi (ml) | Glukoz (mg/dl)
KONTROL 346+ 4 11.2+£0.8 889
MEL 299 + 26* 11.6 +2.6 777

STZ 240 + 14** 22.8 £2, 7% 286 £ 30%*
STZ-MEL 255+ 33* 20.8 +2 3% 207 + 58%*

Istatistiksel olarak anlamli bulgular: *: Kontrol grubu; a: MEL grubu
ile diger gruplarin karsilagtirilmasi sirasinda elde edildi.

Calisma gruplari, 4. haftada elde edilen bulgulara gére karsilastirildiginda, kontrol ve
MEL gruplarinda Slgiilen idrar hacmi ve glukoz degerleri bakimindan fark olmadig:
gozlendi. Bu gruplarla karsilagtirilan STZ ve STZ-MEL gruplarinda, kan glukoz
diizeylerinin ¢ok yiikseldigi ve idrar ¢ikislarinin gok arttig1 gézlendi. Agirliga gore
yapilan karsilastirmalarda, kontrol grubuna gére diger gruplarin hepsinde, MEL
grubuna gore de sadece STZ grubunda anlaml kilo kaybi oldugu belirlendi.
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Caligma gruplarina ait 5. ve 6. hafta degerleri, Tablo 12 ve Tablo 13’te gosterildi.

Tablo 12: Caligma gruplanna ait “S. hafta” degerlerinin kargilagtinimasi (n:5)

Caligma gruplan, 5. haftada elde edilen bulgulara gore kargilastinldiginda, agirhk ve
idrar hacmi bakimindan, kontrol ve MEL gruplan arasinda 6nemli bir fark olmadigi
goruldi. Bu gruplarla kargilagtinlan STZ ve STZ-MEL gruplarinda ise, ratlann
onemli olgiide zayifladigi ve idrar ¢ikiglanmin  arttify gozlendi. Idrar hacmi

Gruplar Agirhk (g) | Idrar Hacim (ml)
KONTROL 34710 11.6+1.8
MEL 313+26 122433
STZ 231 = 12% 234+3.1%
STZ-MEL 249 £ 27+ 17.8 + 1.8+

Tstatistiksel olarak anlaml bulgular: *: Kontrol grubu;

a: MEL grubu; b STZ grubu ile diger gruplarin
kargilagtinimasi sirasinda elde edildi.

bakimindan , en buyiik artigin STZ grubunda oldugu belirlendi (Tablo 12).

Tablo 13: Caligma gruplanna ait “6. hafta” degerlerinin kargilagtinlmasi (n:10)

Gruplar Agirlik (g) | Idrar Hacmi (ml) | Glukoz (mg/dl) | AI1C (%)
KONTROL | 353%12 12.6:2.3 o146 | 1.63%0.1
MEL 30625* 12.6£2.5 9010 1.530.1
STZ 216£19% 23.142.5%* 297+67* 3.9£0.5%*
STZ-MEL | 235x21*° 22.7£2.2%° 292+56%* 3.6£0.2%"

Istatistiksel olarak anlamii bulgular: *: Kontrol grubu; a: MEL grubu ile diger
gruplarin karsilagtirilmasi sirasinda elde edildi.

Tablo 13’te goriildigi gibi, calismanin sonunda, kontrol ve MEL gruplan arasinda
rat agirhg diginda, idrar hacmi, glukoz ve A1C degerleri bakimindan 6nemli bir fark
olmadig: belirlendi. Bu gruplarla kargilastinlan STZ ve STZ-MEL gruplarnda,
ratlarin anlamh sekilde zayifladifi, gok miktarda idrar gikarttiklan ve glukoz ile A1C

degerlerinin 6nemli 6lgtde yitkseldidi belirlendi.
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BIYOKIMYASAL BULGULAR
Calima bitiminde, ratlardan elde edilen son plazma o&rneklerinde PCC ve tiyol

diizeyleri; KC dokularinda da PCC ve tiyol diizeylerinin yami sira, MGO seviyeleri
ile GLOIve GLO II aktiviteleri tayin edildi.

Caligma gruplarimin plazma PCC diizeyleri Tablo 14’te gosterildi.

Tablo 14’te goriildigl gibi, umol/L. veya nmol/mg protein cinsinden verilen PCC
degerleri bakimindan, kontrol ve MEL gruplart arasinda, anlamli bir fark olmadig
belirlendi. Bu gruplarla karsilagtinlan STZ grubunda, umol/l. PCC diizeylerinin
onemli Sl¢iide yiikseldigi bulundu. Ancak, STZ ile birlikte uygulanan MEL’in, STZ-
MEL grubunda, plazma PCC degerlerini &nemli 6l¢tide diisiirdiigii belirlendi. Buna
kargilik, protein bagina verilen PCC degerleri bakimindan, istatistiki 6nemi olmasa da,

STZ grubunda PCC degerlerinin yiikseldigi belirlendi.

Tablo 14: Caligma gruplarini olugturan ratlarin plazma PCC diizeyleri

PCC
Gruplar (umol/L) (nmol/mg protein)
KONTROL 2,73 £ 0,43 0,54 £ 0.09
MEL 2,78 £ 0,60 0,55 +0.14
STZ 3,63 +0,48*° 0,74 £ 0.24
STZ-MEL 2,47+0,61° 0,51 +0.19

Istatistiksel olarak anlamli bulgular: *: Kontrol grubu;
a: MEL grubu; b: STZ grubu ile diger gruplarin karsilagtiriimasi
strasinda elde edildi.

Caligma gruplarinin plazma tiyol diizeyleri Tablo 15°te gosterildi.

Tablo 15: Caliyma gruplarini olusturan ratlarin plazma tiyol diizeyleri

TIYOL
Gruplar (umol/L) (nmol/mg protein)
KONTROL 214,71 £ 71,55 2,56 +0.84
MEL 225,01 £ 70,68 2,66 = 0,54
STZ 165,29 + 43,64 1,72 +£ 0.41%*
STZ-MEL 206,98 = 46,27 1,94 £ 0.40

Istatistiksel olarak anlaml1 bulgular: *: Kontrol grubu ve a: MEL grubu;
ile diger gruplarin kargilastirilmasi sirasinda elde edildi.
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Tablo 15°te goriildigi gibi, pmol/L veya nmol/mg protein cinsinden verilen tiyol
degerleri bakimindan, kontrol ve MEL gruplar arasinda, anlamli bir fark olmadid:
belirlendi. Kontrol ve MEL gruplarma gére, STZ grubunda tiyol diizeylerinin
diistligli; ancak bu diigiisiin mg protein bagina verilen tiyol degerlerinde istatistiki
bakimdan 6nemli oldugu belirlendi. STZ-MEL grubunda ise, MEL etkisiyle, tiyol

diizeylerinin kontrol degerlerine ulagtig1 gézlendi.

Caliyma gruplarini olusturan ratlarin KC dokularinda tayin edilen PCC ve tiyol
diizeyleri Tablo 16’da gdsterildi.

Tablo 16: Caligma gruplarin olusturan ratlarda KC PCC ve tiyol diizeyleri

Gruplar PCC Tiyol
(nmol/mg protein) (nmol/mg protein)

KONTROL 1.61 £0.52 70,19 £ 16,54

MEL 1.58 £ 0.39 63,04 £ 17,07

STZ 3.02 +£0.83*%* 39,12 £ 7,51**

STZ-MEL 1,61 + 0.40° 58,42 + 6,96

statistiksel olarak anlaml: bulgular: *: Kontrol grubu; a; MEL grubu; b: STZ

grubu ile diger gruplarin karsilastirilmas1 sirasinda elde edildi.

Tabloya gore, doku PCC diizeyleri bakimindan kontrol ve MEL gruplarn arasinda
anlamli bir fark olmadig: belirlendi. Buna karsilik, STZ grubunda 6nemli 6lgtide
yiikselen PCC diizeylerinin, STZ-MEL grubunda anlamli derecede diistiigii; hatta
kontrol ve MEL grubu degerlerine ulagtifi goriildi. Tiyol seviyelerinin, istatistiki
Onemi olmasa da, kontrol grubunda MEL grubuna goére daha yiiksek oldugu; bu
gruplarla kargilagtirldiginda, STZ grubunda anlamli 6lgiide azaldigi ve STZ-MEL
grubunda ise yiikselerek, kontrol ve MEL grubu degerlerine yaklagtigi belirlendi

(Tablo 16).

Calisma gruplannin KC dokusunda 6l¢iilen MGO diizeyleri Tablo 17’de verildi.

Tablo 17: Ratlarin KC dokusunda Sl¢lilen MGO diizeyleri

Gruplar MGO
(nmol/mg protein)
KONTROL 1.41 +£0.27
MEL 1.44 £0.31
STZ 3.34 £ 0.43%°
STZ-MEL 2,12 £0.26**

Istatistiksel olarak anlamli bulgular: *: Kontrol grubu;
a: MEL grubu; b: STZ grubu ile diger gruplarin karsilastirilmasi
sirasinda elde edildi.
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Tablo 17°de verildigi gibi, kontrol ve MEL gruplar1 kargilagtinldiginda, MGO
degerleri bakimindan; iki grup arasindaki farkin 6nemli olmadig1 belirlendi. Kontrol
ve MEL grubuyla karsliastmlan STZ grubunda, MGO diizeyleri anlamh sekilde daha
yikksek bulunurken; STZ-MEL grubunda da MGO degerlerindeki artig, istatistiki
bakimdan anlamli bulundu. STZ ve STZ-MEL gruplan karsilasgtirildiginda, MEL’in
etkisiyle MGO diizeylerinin diigtiigli, ancak kontrol grubu degerlerine ulasamadig:
gozlendi. |

Calisma gruplarinin KC dokusunda 6lgiilen GLO I ve GLO II aktiviteleri Tablo 18’de
verildi. ’

Tablo 18: Ratlarin KC dokusunda 6&lgiilen GLO I ve GLO II aktiviteleri

Gruplar GLO1 GLOII
(U/mg protein) (U/mg protein)
KONTROL 0,084 + 0.017 0,049 +0.018
MEL 0,095 + 0.02 0,051 +0.018
STZ 0,061 + 0.019° 0,024+ 0.008**
STZ-MEL 0,074 + 0.044 0,054 £ 0.018°

[statistiksel olarak anlamli bulgular: *: Kontrol grubu; a: MEL grubu; b: STZ
grubu ile diger gruplarin karsilastirilmasi sirasinda elde edildi.

GLO I ve GLO II aktivitesi bakimindan karsilastirilan kontrol ve MEL gruplan
arasinda istatistiki fark olmadig: belirlendi. Bu gruplarla kargilastinlan STZ grubunda
GLO II aktivitesinin 6nemli &l¢tide distiigti, GLO I aktivitesinin ise sadece MEL
grubuna gére anlaml diiiis gosterdigi gozlendi. Diger taraftan STZ-MEL grubunda
GLO II aktivitesinin kontrol ve MEL grubu diizeylerine ulastig: belirlendi (Tablo 18).
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TARTISMA

DM komplikasyonlanmn gelisiminde en onemli risk faktorii olarak kabul edilen
hipergliseminin, hangi patolojik mekanizmalarla ve hangi sistemleri etkileyerek bu
komplikasyonlara neden oldugu halen tartiglmaktadir.  Gelisen DM
komplikasyonlarini agiklamak tizere AGE olusumu, aldoz rediiktaz hipotezi,
oksidatif stres, rediktif stres, karbonil stres, deSigmis lipoprotein metabolizmast,
artrmg protein kinaz C aktivitesi, buyiime faktorleri ve sitokin aktivitelerinin degigimi
gibi 6ne siiriilen birgok mekanizma olmasina ragmen; ¢ogunun birbiriyle ortismesi
ve DM fizyopatolojisinin gok karmagik olmast nedeniyle, deneysel diyabet modelleri
giderek Onem kazanmakta ve bu alanda yapian bir ¢ok aragtirmamn temelini
olusturmaktadir (1,3,33). Bu hastaligin anlagilmasinda kullanilan deneysel modeller
insan diyabetinin gelistigi gercek kosullart kargilamasa da, olusan diyabetik durumun

biyokimyasal, hormonal ve morfolojik olarak gosterilebilmesi bakimdan oldukga
avantajhdir (21).

Diyabet modeli olarak, basta ratlar olmak tizere bir ¢ok hayvan kullamlmakta (18) ve
diyabetik ajan olarak da genellikle STZ (20,21) gibi kimyasallarla B hiicreleri harap
edilerek diyabet olusturulabilmektedir (19). Ratlarla yapilan deneysel ¢alismalarda iv
ya da ip olarak tek seferde kullanilan STZ dozu, 40 ila 60 mg/kg arasinda degismekle
beraber; 40 mg/kg’in altindaki tek doz kullammlarda, STZ’nin etkisiz oldugu;



yiksek dozlarda da insilin goku nedeniyle oOliim orammn ¢ok artabilecegi
bildirilmektedir (23).

Bu ¢ahgmada da ratlar tizerinde STZ diyabeti olugturulmast tercih edildiginden, STZ
dozunu belirlemek amaciyla yapilan 6n g¢ahismada, literatiire benzer sekilde, 60
mg/kg STZ ile ratlarin yagatilamamast ve glukoz takviyesine gerek duyulmasi
nedeniyle, ¢aligmada tek doz 50 mg/kg STZ ile diyabet olusturuldu.

Deneysel diyabette gozlenen olumsuzluklar, asin agirhk kaybi ve pankreasin totale
yakin yikimina bagh gelisen diyabetik ketoasidozdur. Bu nedenle kronik deneysel
diyabet (9) olusturulmas: esnasinda baz aragtirmacilar, diyabet yapilan ratlanin uzun
siireli takibinde, hem asint agirhk kaybini hem de diyabetik ketoasidozu 6énlemek igin
haftada ii¢ giin 2 U dozunda sc insiilin uygu]amé.ktadlrlar (59,60). Bu ¢alismada da
diyabet olusturulan ratlara haftada iig giin 2 U dozunda sc insiilin uygulandi.

Ratlarda normalde 35-50 mg/dl olan kan glukoz diizeyleri, diyabet olusumuyla 200
mg/dl veya daha da tizerine ¢ikabilmektedir (20, 21). STZ uygulamasim takiben ilk
24 saatte yiikselmeye baslayan kan glukoz degerleri 7. giinde pik diizeylere ulagir
(61,62).

Bu ¢aliymada da STZ uygulamasim takiben iglincii giinde 200 mg/d’nin iizerine
¢ikan ratlarin kan glukoz diizeyleri, ¢alijma boyunca on bes giin aralarla takip edildi
ve degerlerin hep hiperglisemik diizeyde seyrettigi gozlendi. Ayrica, her hafta
toplanan idrar 6meklerinde de glukoz kontrolii yapilarak, haftalik diyabet takibi
yapilnug oldu.

Diyabet olusumunu takiben, bu semptomlara ilaveten, ratlann giderek zayifladig
gorildi. Bu durum, literatiirde ratlarda olusan dehidratasyona ve yag kiitlesinin
kaybina bagl olarak agiklanmakta, insiilin eksikliginde aktive olan hormona duyarl
lipaz, adipoz dokunun hizla yikilmasmma ve serbest yag asitlerinin birikimine yol

agmakta; lipoliz hizindaki bu artis, kilo kayb: seklinde kendini gostermektedir (22).
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Deneysel ¢ahsmalarda diyabetin uzun sireli etkilerini daha iyi gozlemleyebilmek
icin en az alt1 hafta izlenen deney hayvanlarinda kronik diyabet gelismekte ve olusan
diyabetin glisemik takibinde A1C olgimii faydal bir parametre haline gelmektedir
(63).

Giintimiizde A1C olgiimi i¢in otuzdan fazla metot bulunmaktadir. Bu nedenle benzer
sekilde planianan deneysel galigmalarda, metodolojik farklihklardan dolayi, AlC
yoniinden kiyaslama yapmak zorlagmaktadur.

Hagiwara ve ark (64), 90 mg/kg STZ ile diyabet yapilan ratlarda 21.giin sonunda
DCA 2000 sistemi ile olgillen A1C diizeylerini; kontrolde % <2.5; STZ grubunda
%35.26; STZ+insiilin grubunda ise %2.65 bulmuslardir.

Vallejo ve ark. (65), 60 mg/kg STZ uygulan ratlan alti haftamn sonunda sakrifiye
ettiklerinde, immiinotiirbidimetrik yoéntemle 6lgtiikleri A1C degerlerini kontrol

grubunda % 4, diyabetiklerde ise %11,4 bulmugslardur.

Bizim ¢alismamizin sonuglarina benzer sekilde, Kedziora ve ark (66)’min yaptiklar
deneysel diyabetin 6. haftasinda % A1C degerlerini kontrol grubunda % 2.1, STZ
uygulanan grupta ise % 4.3 bulmuslardir. Aym ¢alismada diyabet grubuna eklenen

aminoguanidinin % A1C seviyeleri tizerinde anlaml bir etkisi bulunamanugtr.

Diyabet komplikasyonlanmin  patogeneziyle iligkili ~mekanizmalar  dikkate
alindiginda, farkli temellere dayanan bu mekanizmalanin birbiri ile Ortiigtigi
goriilmektedir: AGE olugumunun oksidatif strese neden olmasmnin yam sira oksidatif
stresin de AGE olusumunu hizlandirmasi; oksidatif stres sonucu olusan MDA gibi
lipid peroksidasyonu iriinlerinin aym zamanda bir RCC olmast ve bu nedenle
karbonil strese de yol agmasi (33) gibi durumlar g6z oniine alindiginda, diyabet
fizyopatolojisinin karmagikligi daha da belirgin hale gelmektedir.

Giiniimiizde, serbest radikallerin etkisiyle; karbohidrat, lipid, protein gibi biyolojik

molekiiller, membranlar ve dokularda meydana gelen oksidasyonunun, birgok
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patolojik olaymn gelisiminde 6nemli bir faktér oldugu kabul edilmektedir (27). DM
komplikasyonlarinin gelisiminde rol oynadigi éne siiriilen karbonil stres, oksidatif
stres ve EAGLE olusumu gibi mekanizmalarin timiinde, serbest radikallerin rol
oynadig bilinmektedir (1,33).

Farkh biyomolekiillerden farkli reaksiyonlarla olusan, kimyasal yapt olarak
birbirinden onemli farkliliklar gosteren, tek ortak noktalan yapilarinda bir veya daha
fazla karbonil grubu (C=0) tagimak olan, ¢ok sayidaki RCC bilesiginden hangisinin,
AGE olusumundan; dolaysiyla da patolojik tablolann gelisiminden, sorumlu
oldugunu kesin olarak belirlemek oldukga giigtiir.

MGO, Maillard reaksiyonu esnasinda iretilen ve glikolitik ara triinlerden tiireyen,
fizyolojik bir a-dikarbonil bilesigi olmasiun yam sira, glioksalaz sisteminin de
fizyolojik substratidir. Rediikte glutatyonu kofaktér olarak kullanan bu sistemde
MGO, SLG ara uriinleri vasttastyla D-Laktata donastiralar (38).

Normal sartlarda viicutta MGO olugsum oram ¢ok diigiik olmasina ragmen; patolojik
durumlarda insan plazma MGO diizeyi, 100-500 kat yitkselebilmektedir (67).

Intraseliller ve ekstraseliler AGE’ler igin baghca prekiirsor oldugu (55) bilinen
MGO’nun; DM hastalarinda yiikseldigi (68) bildirilmektedir. Beisswenger ve ark.
(69)'nin Tip 2 diyabetik hastalar iizerinde yaptiklan ¢aligmada, diyabet grubundaki
MGO diizeylerinin kontrol grubundan anlamh sekilde yuksek bulundugu
bildirilmektedir. Bu in vivo ¢ahsmalarin yam sira, frilkktoz, D-gliseraldehit,
dihidroksiaseton, aseton ve hidroksiasetonun insan eritrosit kiiltiirlerine ilavesiyle ve

hiperglisemik sartlar altinda MGO olusum oranimin arttig1 da belirlenmigtir (70).

Nemet ve ark. (71) tarafindan, Tip 1 ve Tip 2 diyabetli hastalarn MGO tam kan ve
plazma diizeyleri kargilagtirildiginda; her iki diyabetik grupta da yiiksek bulunan tam
kan ve plazma MGOQO diizeylerinin, sadece plazmada istatistiksel olarak anlaml
oldugu gosterilmigtir. Benzer sekilde STZ diyabeti olusturulan ratlann bobrek, lens
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ve kan drneklerinde MGO diizeyleri yiiksek bulunmustur (72). Buna karsihk Ohmori
ve ark (73), alloksan uygulamasm takiben 72 saat sonra ratlarin KC dokulannda
MGO diizeylerinin diigiik, iskelet kasinda ise yiiksek oldugunu bildirmiglerdir.

Literatirde doku MGO ile ilgili farkh sonuglann bulunmasi, metodolojik
farkliliklarin yami sira, doz ve siire gibi deneysel diyabet sartlarina da baglanabilir.
Bu ¢ahgmada ise diyabetik rat grubunda KC doku MGO diizeyleri yiiksek
bulunmustur. Uygulanan STZ dozunun yitksekligi (50 mg/kg) ve kronik diyabete
karsihk gelen alti hafta gibi uzun bir ¢alisma siresi nedeniyle, KC MGO
seviyelerinin yiikselmesi beklenebilir.

Diger taraftan organizmada hemen hemen her dokuda yaygin olarak bulunan ve
MGO’nun detoksifikasyonunu katalizleyen glioksalaz sistemi de MGO diizeylerini
etkileyebilir. Bu detoksifikasyon sisteminin herhangi bir sekilde baskilanmasi, MGO

diizeylerinin yiikselmesinden sorumlu olabilir.

Literatiirde GLO I ve GLO II aktiviteleri iizerine diyabetin etkisini arastiran bir ¢ok
calisma mevcut olmasina ragmen, bu ¢aligmalardan elde edilen bulgular, farklilik
gostermektedir. Diyabetik ratlarda ince bagirsak (74), lens (75), bébrek (76), KC (77)
dokularinda GLO I aktivitesi normal bulunurken; GLO I aktivitesini iskelet kasinda
yitksek (72) ve KC’de diisik (72,78) bulan galigmalar da vardir. Benzer sekilde,
GLO II aktivitesi de ince bagirsakta normal (74), iskelet kasinda yiiksek (72), ya da
bobrek (76) ve KC (72) dokularinda diigitk bulunmusgtur.

Bu ¢ahismada ise, mevcut literatiiriin bir kismuyla uyumlu olarak, diyabetik ratlarin
KC dokusunda hem GLO I hem de GLO II aktivitelerinin diistigii belirlendi. Bu
bulgularin kismen de olsa MGO diizeylerindeki artig1 destekledigi diigiintilebilir.

Diyabetik ratlarda glioksalaz sisteminin baskilanmast, fizyolojik substratlan olan

MGO’nun kendisi ya da kofaktorii olan GSH ile iligkilendirilebilir.
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MGO’nun bu sistem iizerindeki baskilayici etkisi;
» SOR iiretimine neden olarak GSH tiiketimine yol agmast (79),

« GSH-Px, SOD, GSSG-Rd gibi ¢esitli antioksidan enzimleri modifiye ederek
aktivite kaybina neden olmasi (38),

» Protein yapisindaki amino asitlerle reaksiyona girerek MGO radikal anyonu,
¢apraz baglanmug radikal katyonu ve siiperoksit anyonu (O, varliginda) gibi farklt
tipte radikal tiretimine neden olmasi (80),

« Hatta in vitro sartlarda yiiksek miktarlantyla GLO II aktivitesini baskilamasi (57),

gibi farkli mekanizmalarla agiklanabilir.

Farelere verilen MGO’nun (100 mg/kg) doza bagimh bir sekilde, GLO I ve II
aktivitelerini azaltmast da (79), yukarida one siirilen mekanizmalann in vivo
sartlarda da gergeklesebilecegini diisiindiirebilir MGO varhginda (100/200 pM),
insan noroblastoma ve glioblastoma hiicrelerinde glioksalaz I ve II aktivitelerinin ve
GSH diizeylerinin azalmasi, ayrica SOR ﬁretinﬁnin belirgin sekilde artmas1 (81) da;

glioksalaz sisteminin inhibisyonuyla oksidatif stres olusacagint gostermektedir.

Yukarida siralanan etkiler goz 6niine alindiginda, diyabetik sartlarda bir kez ytikselen
MGO diizeylerinin, adeta kisir bir doéngii seklinde, kendisini yikan sistemleri
bozarak, daha da yiiksek diizeylere ulagabilecegi diigtiniilebilir.

Intraseliller ortamin baslica tiyol bilesigi olan GSH (27), sahip oldugu pek gok
antioksidan fonksiyonun yam swra glioksalaz sisteminde de kofaktor olarak rol
oynamaktadir. Karacigerde ger¢eklesen MGO metabolizmas: sirasinda, meydana
gelen redoks siklusunun aym zamanda SOR iretimine neden olabilecegi iddia
edilmistir (79). Ortamdaki GSH diizeylerinde olabilecek herhangi bir azalmanmn,

GLO sistemini de olumsuz etkilemesi kagimlmazdir.

Diyabetik ratlarda lens (72), bobrek (9) ve KC (9, 72) dokulannda ve farelerin KC
dokulaninda (82) tiyol diizeylerinin diigtiigiini gosteren ¢ahgmalar; diyabetik
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sartlarda tiyol stresin varhfm gostermesi bakimindan Onemlidir. Benzer sekilde
diyabetik ratlarda plazma tiyol seviyelerinin de azaldifi gosterilmigtir (83). Bu
calismada da literatiirle uyumlu olarak, plazmada istatistiki onemi olmasa da, hem
KC hem plazma tiyol seviyelerinin diistiigi belirlendi.

Plazmanmin baglica antioksidan molekiili ve tiyol kaynag: kabul edilen albiiminin
(58), yedi giin boyunca in vitro 1 mM MGO ile 37°C de inkiibasyonu; yapisinda

bulunan tiyol gruplanmn % 40’mmn kaybimna ve antioksidan kapasitesinin azalmasina

neden olmustur (84).

Plazmada serbest tiyol kaynag olan albiiminin, diyabetik hastalarda oksidatif strese
ugrayan baglica protein oldugu dikkate alindiginda (85), total tiyol seviyelerinde
diyabetik grupta saptanan azalig, diyabetik sartlarda tretilen oksidanlara karst

yapilan savunmada tiyoliin titketilmesine bagh olabilir.

Bu nedenle yiikselen MGO diizeylerinin karbonil ve tiyol stresin yan sira oksidatif

strese de baska bir ifadeyle protein oksidasyonuna da yol agtig: sylenebilir.

Literatiirde protein oksidasyonunun baslica gostergesi olan PCC dizeylerinin, MGO

varhiginda artti3im gosteren birgok ¢aliyma vardir.

Sigir lens proteinlerinin 25 mM MGO, askorbik asit, glioksal ile 2 hafta ve 0.5 M
fritktoz ile 6 hafta siireyle 37°C de inkiibe edilmesi; tiyol gruplannda azalma ve PCC
dizeylerinde artma ile sonuglanmugtir. En yiksek PCC diizeylerinin MGO ile inkiibe
edilen lens proteinlerinde meydana gelmesi, MGO’nun protein karbonilasyonuna
neden olan en zararli RCC oldugu fikrini dogurmustur (86). Benzer sekilde diger bir
in vitro ¢alismada da, MGO’ya maruz birakilan ovalbiiminin, PCC igeriginin arttid
ve yiiksek molekil agirlikli polipeptidlerin olustugu gosterilmigtir (87).
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Tip 1 DM’li hastalann plazmasinda (88) ve Tip 2 diyabetiklerin eritrositlerinde (89),
PCC degerleri yiiksek bulunmustur.

Bu ¢alismanm bulgularina benzer sekilde literatiirde de diyabetik ratlarda KC PCC
diizeylerinin yiiksek bulunmasi(90); oksidatif, karbonil ve tiyol stres ile MGO gibi
prekiirsorlerden AGE olusumu arasindaki iligkiyi giiglendirmektedir.

Farmakolojik olarak AGE olusumu aminoguanidin, tenilsetam gibi bilesiklerle
onlenebilse de; bu bilesiklerin pek ¢ok istenmeyen yan etkiler gostermesi,
kullanimlarim  sinirlamaktadir (5). Diger taraftan, SOR’un organizmada gekerleri
oksitleyerek AGE olusumuna neden oldugu gosterildiginden (1,5,6); AGE
olusumunun dnlenmesinde antioksidanlarin da kullanilabilecegi 6ne striilmektedir.

Vitamin E, alfa-lipoik asit, dimetilsiilfoksit gibi antioksidanlarin hiperglisemi ile
indiiklenen SOR ve AGE olusumunu in vitro sartlarda onleyebildigi gosterilmigtir
(6).

AGE olusumunun onlenmesinde kullamilacak ideal bir ajanin, teorik olarak hem
antioksidan ozellikte olmasi hem de RCC bilesiklerinin etkisini 6nlemesi gerekir.
Ayrica, bu ideal ajamn membranlardan gegerek AGE olusumunun gerceklestigi
bolgelere kolayca ulagabilmesi, endojen olmas: ve hepsinden onemlisi belirgin bir

toksisite géstermemesi de istenir.

Hem lipofilik hem de hidrofilik ozellik goésteren ve endojen bir molekil olan
melatonin, yukanda siralanan 6zelliklerin ¢oguna sahiptir. Bu nedenle patogenezinde
AGE’lerin rol oynadigi hastaliklanin tedavisinde, melatonin ideal bir anti-AGE
bilesigi olarak kullanilabilecegi goriisii giin gectikge dnem kazanmaktadir (8,43).

Pineal bez hormonu olan MEL’in endokrin fonksiyon ve sirkadiyen ritim Gizerine
bilinen etkilerinden bagka; in vitro ve in vivo ¢alismalarla, antioksidan aktiviteye de

sahip oldugu gosterilmigtir. Hatta, antioksidanlar icerisinde MEL’in en gii¢li radikal
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tutucu ‘oldugu one strildiginden, MEL’e olan ilgi giderek artmakta ve MEL’in
antioksidan 6zellifi giin gegtikge Snem kazanmaktadir (8).

MEL’in AGE olusumu iizerine etkisi heniiz bilinmemekle beraber, diyabetik ratlarda
oksidatif hasari- Onleyebildigi ve organizmayr diyabetin olumsuz etkilerinden
koruyabildigi bildirilmistir (9, 10).

Literatiirde STZ diyabeti olusturulan ratlarda MEL’in koruyucu etkisini gdsteren bir
gok calisma mevcuttur. Bunlann igerisinde biiyiik bir kisminda diyabetik ratlarda
diigiik bulunan GSH seviyeleri ile SOD, GSH-Px ve katalaz gibi antioksidan enzim
aktivitelerinin MEL etkisiyle yikselerek normal diizeylere ulastig1 bildirilmektedir.
Diger taraftan, oksidatif stres markeri olarak tayin edilen ve diyabetik ratlarda
yiksek bulunan lipid hidroperoksit ve MDA gibi parametrelerin, MEL varlifinda
normal diizeylere digtigii bildirilmektedir (9,10,82,83).

Bu ¢aliymada da diyabetik ratlann plazma ve KC’inde diisiik bulunan tiyol
diizeylerinin, MEL wvarliginda vyiikseldigi gozlenmistir. Aynca, STZ diyabeti
olusturulan ratlara 42 hafta boyunca uygulanan MEL’in, diyabetik ratlarda yiiksek
bulunan plazma ve KC dokusu PCC dﬁzeylerini dusiirdiigii; benzer sekilde kronik
diyabetin etkisiyle yiikselen doku MGO diizeylerini diigiirerek normale yaklastirdiga
gozlenmistir. Buna karsiik, diyabetik ratlann KC’inde baskilandig Dbelirlenen
glioksalaz sisteminin, MEL varliginda korundugu; bagka bir ifadeyle, GLO I
aktivitesinde daha belirgin olmakla beraber, hem GLO I ve hem de GLO II

aktivitelerini artirdig: belirlenmistir.

Literatiir taramas: yapildiginda, klinik veya deneysel olarak diyabetik sartlarda PCC
ve MGO-glioksalaz sistemi ile melatonin etkilesimini inceleyen in vivo veya in vitro
bir ¢alismaya rastlanllamamugtir. Ulagilabilen literatiir bilgisine gore, diyabetik
sartlarda MEL’in PCC, MGO ve glioksalaz sistemi iizerine etkileri ilk defa bu
caligmada aragtinlmaktadir.
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Cok iyi bilinen antioksidan ozelliklerine ilaveten, bu ¢ahsma ile MGO ve PCC
degerleri iizerinden MEL’in antiglikasyon etkiye de sahlp oldugunun gosterilmesi,
literatiire dnemli katkida bulunabilir.

Bu caligmanin tim bulgulann literatirle birlikte degerlendirildiginde; STZ ile
olusturulan diyabet modelinde, yitksek PCC ve diisiik tiyol diizeyleriyle yansitildig:
gibi, diyabetik gartlarda oksidatif, karbonil ve tiyol stresin olugmasi; yiksek MGO
dizeylerinin yam sira, GLO detoksifikasyon sisteminin baskilannmg bulunmasi
diyabette AGE olusumunun kagimlmaz oldugunu gostermektedir. Oldukga
kompleks, birbirleri ile girift etkilesimler gosteren bu patojenik mekanizmalarin
Onlenmesinde; diyabetik hastalar tarafindan MEL gibi genis spektrumlu, non-toksik

ve endojen bir molekiiliin kullamm 6nerilebilir.
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SONUCLAR

Tek doz 50 mg/kg STZ ile diyabet olusturulan ratlarda, oksidatif ve karbonil stresin
varlifim gosterebilmek ve MEL’in bu mekanizmalarla etkilesimini arastirmak
amaciyla yapilan bu ¢alismadan elde edilen sonuglar, asagida siralanmustir:

» Tek doz ip SF verilen kontrol grubu ratlarinda 6lgiilen kan glukozu ve idrar hacmi
degerlerinin ¢aligma stiresince degismedigi, sadece ratlanin afirh@inin giderek arttig
ve bu artigin dordincii haftadan itibaren anlamh oldugu; ¢alisma sonunda ratlarin
agirhginda % 8,3 oraminda bir arti§ oldugu belirlendi (Tablo 3).

* 42 giin siireyle 7p MEL uygulanan grupta, kontrol grubuna benzer sekilde, ¢alisma
siiresince kan ve idrar degerlerinde bir degisiklik olmadify; rat agirh@mn ise galisma
bitiminde % S oraminda arttig1 gozlendi (Tablo 4).

* STZ uygulamasini takip eden 3. ginde STZ ve STZ-MEL gruplarinda kan glukoz
dizeyleri 200 mg/dI’nin tzerinde bulundu ve ¢alisma siiresince hipergliseminin
devam ettigi ve yiksek kan glukoz degerlerinin istatistiki bakimdan anlamli oldugu

gorilda (Tablo 5 ve Tablo 6).

* STZ ve STZ-MEL gruplannda, diyabet olusumunu takiben, ¢alisma siresince
ratlann idrar hacmindeki artigin istatistiki bakimdan anlamli oldugu belirlendi.
Ratlarda STZ uygulamastyla baslayan kilo kaybindaki haftahk degisimlerin istatistiki
bakimdan anlamh oldugu bulundu (Tablo 5 ve Tablo 6).

* Calisma gruplarindan her hafta toplanan 24 saatlik idrar 6rneklerinde striple bakilan
glukoz sonuglan degerlendirildiginde; galiyma siiresince kontrol ve MEL gruplarim
olusturan ratlarin idrarinda glukoz olmadig: tespit edildi. Buna kargilik, hem STZ ve
hem de STZ-MEL gruplarinda, STZ uygulamasim takip eden igiincii giinden
baslayarak, caliymanin sonuna kadar, idrar glukoz degerleri, +3 veya +4 pozitif
olarak degerlendirildi.



« Calhsma gruplannda Olgiilen parametrelerin 0. giin deerleri kargilagtirldifinda,
gruplar arasinda istatistiki bakimindan anlaml bir fark olmadig gorildi (Tablo 7).

» Caligma gruplan, 1.haftada elde edilen bulgulara gore kargilagtinldiginda, sadece
kontrol grubuna gore MEL ve STZ gruplarindaki ratlarin énemli 6lgiide zayifladign
gozlendi. Idrar hacimleri bakimindan kontrol ve MEL gruplan arasinda fark
olmadigi, STZ ve STZ-MEL gruplarinda ise, ratlann daha fazla idrar gikardiklan
belirlendt (Tablo 8).

» Kontrol ve MEL gruplan arasinda 2-5. haftalarda olgiilen agirlik, idrar hacmi ve
kan glukozu bakimindan, istatistiki bir farkin olmadigt belirlendi. Aym stire
igerisinde, bu gruplarla karglagtinlan STZ ve STZ-MEL gruplarinda, kan glukoz
diuzeylerinin ¢ok yikseldigi ve idrar gikiglanmn g¢ok arttifn gozlendi. STZ
grubundaki ratlarin 6nemli dlgtide kilo kaybettikleri belirlendi (Tablo 9-12).

 Cahgmanmin sonunda, kontrol ve MEL gruplan arasinda rat agirh@ diginda, idrar
hacmi, glukoz ve AIC degerleri bakimindan 6nemli bir fark olmadig: belirlendi. Bu
gruplarla kargilastinlan STZ ve STZ-MEL gruplannda, ratlann anlamh gekilde
zayifladigi, ¢ok miktarda idrar gikarttiklan ve glukoz ile A1C degerlerinin 6nemli
olgude yukseldigi gozlendi (Tablo 13).

» Plazma ve KC dokusu PCC degerleri bakimindan, kontrol ve MEL gruplan
arasinda fark olmadifi belirlendi. STZ grubunda, PCC diizeylerinin énemli olgiide
yukseldigi; STZ-MEL grubunda ise STZ ile birlikte uygulanan MEL’in, plazma ve
doku PCC degerlerini 6nemli olgide dugurdigu, hatta kontrol ve MEL grubu
degerlerine yaklagtirdig1 gorildi (Tablo 14 ve Tablo 16).

» Kontrol ve MEL gruplan arasinda, plazmé ve doku tiyol diizeyleri bakimindan
anlamli bir fark olmadig: belirlendi. STZ grubunda tiyol diizeylerinin dustigi; STZ-
MEL grubunda ise, MEL etkisiyle yiikselerek, kontrol degerlerine ulagtign gozlendi
(Tablo 15 ve Tablo 16).

» Kontrol ve MEL gruplan arasinda, doku MGO ile GLO I ve GLO II aktiviteleri
bakimindan anlaml bir fark olmadigi bulundu. STZ grubunda, MGO dizeyleri
‘anlamh gekilde daha yitksek bulunurken, GLO II aktivitesinin onemli o6lgiide
dustigi, GLO I aktivitesinin ise sadece MEL grubuna gore anlamh dusis
gosterdigi gozlendi. STZ-MEL grubunda da MGO degerlerindeki artig, istatistiki
bakimdan anlamh bulundu. STZ ve STZ-MEL gruplan karsilastinldifinda,
MEL’in etkisiyle MGO diizeylerinin diistiigii, ancak kontrol grubu degerlerine
ulagamadif: gozlendi. Diger taraftan STZ-MEL grubunda GLO II aktivitesinin
kontrol ve MEL grubu diizeylerine ulastig: belirlendi (Tablo 17 ve Tablo 18).
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TC.
ERCIYES UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI DEKANLIGI'NA

Arastirma Gorevlisi Dr. Meltem DEMIR’e ait “Streptozotosin diyabeti olugturulan ratlarda

protein oksidasyonunun degerlendirilmesi” adh galisma, jurimiz tarafindan Biyokimya

Anabilim Dali'nda Tipta Uzmanlik Tezi olarak kabul edilmigtir.
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